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El establecimiento de organismos sobre superficies vivas (epibiosis), es un fenómeno 
importante en el ambiente marino. Las bacterias epífitas intervienen en diversos 
procesos relacionados con la morfología y defensa de su hospedero macroalgal. Por su 
parte las macroalgas producen polisacáridos, que son asimilados por las bacterias 
epífitas mediante la síntesis de enzimas.  
  
Este trabajo tuvo como propósito estudiar la comunidad de bacterias epífitas de Ulva 
lactuca presentes en el litoral rocoso de la Punta de la Loma, la cual hasta la fecha no 
había sido descrita. Para tal fin se empleó una aproximación metagenómica, 
complementada con el estudio de bacterias cultivables aisladas de la superficie de 
U.lactuca, para en primer lugar describir la comunidad de bacterias epífitas y en segunda 
instancia, evaluar su potencial en la síntesis de enzimas marinas. 
 
En cuanto a la descripción de la comunidad de bacterias epífitas, los resultados 
mostraron que el género Vibrio es de los constituyentes cultivables más abundantes en 
la superficie macroalgal. Por otro lado, los análisis de rarefacción indicaron que los 
muestreos realizados durante tres años (2014-2016), representaron la diversidad de 
bacterias epífitas. Al comparar entre años, se observó que en el 2016 ocurrió un 
aumento de la abundancia de algunas familias, lo que podría explicarse por la ocurrencia 
del fenómeno de El Niño, que afectó la región de Santa Marta en el periodo de estudio. 
Con respecto a los niveles taxonómicos superiores, los grupos fueron similares a los de 
otras regiones del mundo. Sin embargo; las diferencias encontradas a nivel de familia y 
género, apoyan la teoría de Burke y colaboradores (2011), que propone la no existencia 
de una comunidad “core” de bacterias epífitas de U. lactuca. 
 
En lo referente a la búsqueda de enzimas, la evaluación del componente cultivable de 
bacterias aisladas de superficies macroalgales, reveló que el 56% de los aislamientos 
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presentaron actividad enzimática, además de producir sideróforos. Por otro lado la 
construcción y tamizaje de una librería metagenómica, permitió la obtención de una 
esterasa expresada en E. coli LMG194, la cual se caracterizó por presentar propiedades 
de termoestabilidad exhibiendo la mayor actividad a 60°C, en condiciones de pH 8 y a 
una concentración de cloruro de sodio de 1 mol L-1. Estos resultados demuestran el 
potencial de las bacterias epífitas de U. lactuca como una nueva fuente de enzimas de 
origen marino.  
 
 
Palabras clave: Bacterias epífitas, Ulva lactuca, metagenómica, enzimas, expresión 
heteróloga.
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Abstract 
The establishment of organisms on living surfaces (epibiosis) is an important 
phenomenon in the marine environment. Epiphytic bacteria participate in several 
processes related to the morphology and defense of their macroalgal host. Macroalgae 
produce polysaccharides, which are assimilated by epiphytic bacteria through the 
synthesis of enzymes. This work aimed to study the community of epiphytic bacteria from 
Ulva lactuca present in the rocky coast of Punta de la Loma, which to date had not been 
described. To this end, a metagenomic approach was used, complemented by the study 
of cultivable bacteria isolated from the surface of U.lactuca, in order to first describe the 
community of epiphytic bacteria and secondly to evaluate its potential in the synthesis of 
marine enzymes. 
 
Regarding the description of the community of epiphytic bacteria, the results showed that 
the genus Vibrio is one of the most abundant cultivable constituents on the macroalgal 
surface. On the other hand, the rarefaction analyzes indicated that the samplings 
collected during three years (2014-2016), showed the diversity of epiphytic bacteria. 
When comparing between years, it was observed that in 2016 there was an increase in 
the abundance of some families, which could be explained by the occurrence of the El 
Niño phenomenon, which affected the Santa Marta region during the study period. With 
respect to higher taxonomic levels, the groups were similar to those in other regions of 
the world. Nevertheless; the differences found at family and genus level support the 
theory of Burke et al. (2011), which proposes the non-existence of a core community of 
U. lactuca epiphytic bacteria. 
 
Regarding the search for enzymes, the evaluation of the cultivable component of bacteria 
isolated from macroalgal surfaces, revealed that 56% of the isolates had enzymatic 
activity, besides producing siderophores. On the other hand, the construction and 
screening of a metagenomic library allowed the obtaining of an esterase expressed in E. 
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coli LMG194, which has thermostability properties exhibiting the highest activity at 60 °C, 
pH 8 and sodium chloride concentration of 1 mol L-1. These results demonstrate the 
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En el ambiente marino condiciones de salinidad, bajas y altas temperaturas, además de 
diferencias en la disponibilidad de nutrientes, favorecen el establecimiento de una gran 
variedad de microorganismos asociados a hospederos vivos. Tal es el caso de las 
macroalgas del género Ulva, las cuales además de ser un componente estructural 
importante en las zonas intermareales, forman parte del grupo de productores primarios, 
actúan como guarderías para la protección de especies de invertebrados y se 
caracterizan porque sus superficies se constituyen como un espacio esencial para el 
establecimiento de comunidades de bacterias epífitas (aquellas que permanecen 
asociadas a superficies vivas: plantas y macroalgas), ofreciendo un hábitat rico en 
nutrientes, adecuado para la formación de biopelículas bacterianas (Engel et al. 2002, 
Burke 2010).  
 
Las macroalgas del género Ulva se destacan por presentar un gran número de 
microorganismos asociados, se tienen registros de 106 y 109 bacterias por centímetro 
cuadrado de superficie macroalgal, del mismo modo, se sabe que los patrones de 
colonización son específicos del hospedero y están influenciados por la macroalga, 
debido a características particulares, tales como los componentes de la pared celular y/o 
los mecanismos de defensa (Martin et al. 2014). 
 
En términos generales, los microorganismos se benefician de los compuestos orgánicos 
de carbono, producidos por el hospedero macroalgal. Por su parte, las bacterias epífitas, 
participan en procesos relevantes para su sobrevivencia, en la medida en que producen 
vitaminas que las macroalgas son incapaces de sintetizar, promueven la morfogénesis 
macroalgal y el proceso de establecimiento de esporas en distintos sustratos de 
colonización, así como la síntesis de metabolitos que en la mayoría de los casos, se 
genera como mecanismo de protección ante organismos oportunistas y potenciales 
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competidores que puedan colonizar la superficie, o de posibles herbívoros capaces de 
remover la biomasa macroalgal (Rao et al. 2006, Tomas et al. 2008, Martin et al. 2014). 
 
Además de estos factores, el intercambio de nutrientes ha sido considerado como uno de 
los principales tipos de interacción entre macroalgas y bacterias, ya que los  
componentes de las paredes celulares de muchas macroalgas marinas son homo y 
hetero-polisacáridos polianiónicos, además de compuestos tales como almidón y 
laminarina, los cuales están contenidos en macroalgas verdes como carbohidratos de 
reserva (Bakunina et al. 2012), estos compuestos, son metabolizados a través de 
enzimas sintetizadas por bacterias epífitas, algunas de las cuales se conocen como 
enzimas activas sobre carbohidratos (CAZYmes por sus siglas en inglés: carbohydrate-
active enzymes). También se ha descrito la síntesis de enzimas como las glicosil 
hidrolasas, policasacárido liasas, agarasas, etc., que participan en rutas metabólicas  
poco conocidas, así como de amilasas, pululanasas, galactosamidasas, celulasas, 
xilanasas, glucanasas, quitinasas, lacasas, cresolasas, proteasas, lipasas e 
hidrogenasas, entre otras, sintetizadas continuamente por los diferentes grupos de 
bacterias epífitas (Hehemann et al. 2014).  
 
Tanto las enzimas como los metabolitos producidos como resultado de la relación entre 
el hospedero macroalgal y las bacterias epífitas, son de gran interés a nivel 
biotecnológico e industrial (Nakanishi et al. 1999; Matsuo et al. 2005), ejemplo de esto 
son los numerosos estudios relacionados con la producción de enzimas de origen 
marino, las cuales se constituyen en nuevos catalizadores de reacciones biológicas y 
bioquímicas con propiedades y funciones únicas (Liu et al. 2016; Beygmoradi & Homaei 
2017). Actualmente, el enfoque relacionado con el cultivo de microorganismos, seguido 
de una selección de aislamientos que muestran las actividades de interés, se constituye 
en una herramienta importante en la búsqueda de nuevas enzimas (Hehemann et al. 
2014). Por otro lado, la implementación de aproximaciones metagenómicas, ha hecho 
posible estudiar el conjunto de genomas que coexisten en un ambiente determinado sin 
necesidad de aislar y cultivar los microorganismos. Por consiguiente, con este tipo de 
análisis es posible evaluar tanto la estructura y composición de la comunidad bacteriana 
asociada al hospedero vivo, como el potencial biotecnológico de esta asociación, a través 




Los análisis metagenómicos, han sido aplicados en diferentes escalas que van desde 
genes, vías metabólicas hasta organismos y comunidades, de manera que su uso ha 
promovido la identificación de enzimas con características funcionales de interés 
biotecnológico, en investigaciones desarrolladas a partir de muestras provenientes de 
ambientes marinos (Lorenz & Eck 2005). En el caso particular de las bacterias epífitas 
asociadas a macroalgas, se conocen pocos grupos tanto a nivel internacional como 
nacional dedicados a su estudio, esto si se compara con la investigación enfocada en 
microorganismos asociados a otros hospederos vivos tales como esponjas y corales 
(Armstrong et al. 2001, Yan et al. 2002, Egan et al. 2008).  
 
Es importante resaltar la necesidad de profundizar en el estudio de las comunidades 
bacterianas asociadas a superficies de macroalgas del género Ulva presentes en el 
Caribe Colombiano, y su potencial como productoras de compuestos bioactivos y 
enzimas. Razón por la cual, este proyecto de tesis tuvo como objetivo general, 
caracterizar mediante herramientas moleculares, los grupos de bacterias epífitas de U. 
lactuca y obtener una enzima sintetizada por estas bacterias, que por sus características 
funcionales sea de interés a nivel biotecnológico. Para cumplir con este objetivo, se 
plantearon como objetivos específicos en primer lugar, describir la comunidad de 
bacterias epífitas de U. lactuca mediante análisis del gen ARNr 16S, en segundo lugar, 
generar una librería metagenómica a partir de ADN extraído de bacterias epífitas de 
macroalgas de la especie U. lactuca y finalmente, obtener una enzima, sintetizada por 
bacterias epífitas con potencial aplicación a nivel biotecnológico.  
 
Con el desarrollo de esta tesis, se describieron los principales grupos que componen la 
comunidad de bacterias epífitas de macroalgas de la especie Ulva lactuca presentes en 
el Litoral Rocoso de “la Punta de la Loma” (Santa Marta, Caribe Colombiano). Para tal fin 
se realizaron muestreos en dos épocas durante tres años, que permitieron obtener 
muestras que representan la diversidad de la comunidad bacteriana, descrita con base 
en el análisis del gen ARNr 16S de bacterias cultivables así como de la fracción no 
cultivable. En este estudio también se desarrollaron dos estrategias para la búsqueda de 
enzimas sintetizadas por bacterias epífitas, las cuales abarcaron tanto la fracción 
cultivable como no cultivable de esta comunidad. Finalmente se obtuvieron importantes 
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avances en cuanto a la obtención de una enzima sintetizada por estas bacterias, la cual 
fue expresada en Escherichia coli  como hospedero heterólogo.  
 
Mediante este proyecto, fue posible estudiar la diversidad de bacterias asociadas a 
sustratos vivos, específicamente macroalgas de la especie U. lactuca presentes en la 
región de Santa Marta. Por otro lado, se evaluó la comunidad de bacterias epifitas como 
una nueva fuente de enzimas de origen marino, lo cual generó conocimiento, haciendo 
de este, un estudio base para futuras investigaciones enfocadas en el aprovechamiento 
sostenible de hospederos macroalgales presentes en ambientes marinos del Caribe 
Colombiano. 
El documento de tesis que se presenta a continuación, está divido cuatro capítulos, 
organizados con base en los objetivos propuestos en la investigación. En el capítulo uno 
se describe el marco teórico y los antecedes relacionados con estudios previos 
realizados en el tema de investigación; el capítulo dos hace referencia al primer objetivo 
específico, relacionado con la descripción de la comunidad de bacterias epífitas de 
macroalgas de la especie U. lactuca mediante análisis del gen ARNr 16S; el capítulo tres 
describe la búsqueda de enzimas sintetizadas por bacterias epífitas mediantes dos 
aproximaciones, una de ellas basada en la construcción y tamizaje de una librería 
metagenómica a partir de ADN extraído de la fracción no cultivable de bacterias epífitas 
asociadas a macroalgas de la especie U. lactuca y la segunda en el aislamiento de 
bacterias epífitas y la posterior evaluación de su actividad enzimática. El capítulo cuatro 
hace referencia al tercer objetivo específico, relacionado con la obtención de una enzima 
sintetizada por bacterias epífitas, la cual fue expresada en E. coli como hospedero 
heterólogo. Finalmente, se presenta una discusión general que destaca los resultados 
obtenidos en esta investigación, así como las recomendaciones para futuros estudios 
que se realicen en este tema. 
 
Capítulo 1. Marco teórico y estado del arte 
 Relación entre macroalgas y bacterias 1.1
Los ecosistemas marinos albergan una gran diversidad de comunidades microbianas, 
muchas de las cuales se encuentran formando biopelículas o consorcios constituidos por 
células embebidas en una matriz extracelular, de modo que la proximidad espacial de los 
microorganismos sobre estas superficies conduce a interacciones intra e inter celulares y 
crea comunidades complejas (Armstrong et al. 2000; Egan et al. 2008). Una 
consecuencia directa de estas asociaciones espacialmente estrechas es el fenómeno de 
epibiosis, que sucede cuando un conjunto de organismos sobreviven en un hospedero 
individual vivo, de manera que el organismo que actúa como substrato se denomina 
basibionte, mientras que aquellos que crecen sobre la superficie animada se conocen 
como epibiontes (epizoos si su substrato es un animal y epífitos cuando es una planta) 
(Armstrong et al. 2001; Wahl 2008).   
 
Todas las superficies marinas son sitios potenciales para el establecimiento de 
comunidades microbianas, tal es el caso de las macroalgas, las cuales cumplen un rol 
importante como basibiontes, al ser de las superficies mayormente colonizadas por 
microorganismos y constituir una porción considerable de superficie sumergida en 
ambientes intermareales (Engel et al. 2002). Entre los grupos de macroalgas, el género 
Ulva se destaca por presentar una importante diversidad de microorganismos asociados, 
característica que resulta favorable a la hora de estudiar las comunidades microbianas, la 
ecología de la colonización y las interacciones que ocurren sobre esta superficie viva 
(Rao et al. 2006).  
 
Investigaciones realizadas han establecido que al menos una parte del ciclo de vida de 
las macroalgas del género Ulva sp., depende de la comunidad microbiana asociada a la 
superficie macroalgal (Tait et al. 2005) y que los microorganismos epífitos actúan en 
conjunto, formando un tipo de comunicación química, que al parecer condiciona el 
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desarrollo normal de las macroalgas marinas (Spoerner et al. 2012; Grueneberg et al. 
2016). Un ejemplo de esto, es el asentamiento de las esporas algales sobre un sustrato, 
el cual ocurre mediante el reconocimiento de acil-homoserin-lactonas (moléculas señal 
del quorum sensing), por parte de las esporas macroalgales, a través de un mecanismo 
de quimocinesis, en respuesta a la presencia de estos compuestos bacterianos 
(Spoerner et al. 2012). Tal es el caso de Bacillus flexus, reconocido productor de 
sustancias poliméricas extracelulares, las cuales facilitan el asentamiento de esporas de 
U. lactuca sobre un sustrato específico (Nakanishi et al. 1999, Dudler et al. 2006, 
Marshall et al. 2006).  
 
En cuanto a los procesos de morfogénesis, bacterias aisladas de la superficie de 
macroalgas del género Ulva producen un metabolito llamado talosina, el cual se 
comporta como un potente inductor (Matsuo et al. 2005). Del mismo modo, la regulación 
de la morfogénesis de Ulva mutabilis por parte de bacterias marinas, es un mecanismo 
mediado por compuestos específicos que son excretados al ambiente. Un ejemplo, lo 
constituyen bacterias de los géneros Roseobacter, Sulfitobacter y Halomonas presentes 
en macroalgas, las cuales producen moléculas similares a citoquinas. También se sabe 
que en condiciones de cultivo, ciertos tipos de auxinas promueven tanto el crecimiento 
algal, como la formación de rizoides en macroalgas del género Ulva y se ha observado 
que las macroalgas desarrollan un morfotipo anormal en ausencia de bacterias epífitas; 
sin embargo, la morfología puede ser parcial o completamente restituida, a través de la 
inoculación con bacterias apropiadas o con compuestos purificados (morfógenos) (Singh 
et al. 2011; Wichard 2015).  
 
Por otro lado, se sabe que las superficies macroalgales se encuentran libres de 
macroorganismos epibióticos, a pesar de que carecen de defensas mecánicas, es por 
esto que, la reducida presencia de macrofouling sobre sus superficies es un indicio de 
estrategias antifouling basadas en modos de acción químicos, es así como, la actividad 
alelopática de metabolitos secundarios sintetizados por bacterias epífitas y macroalgas, 
provee un medio efectivo para el control de la colonización de la superficie (Harder et al. 
2004). Bacterias de los géneros Bacillus, Pseudoalteromonas, Pseudomonas y 
Streptomyces, se caracterizan por producir compuestos antimicrobianos que contribuyen 
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a la defensa y prevención de la colonización por parte de organismos oportunistas (Boyd 
et al. 1999, Hellio et al. 2001, Nys & Steinberg 2002, Tomas et al. 2008).  
 
Finalmente, monosacáridos solubles en agua, tales como ramnosa, xilosa, glucosa, 
manosa y galactosa, hacen parte de los polisacáridos que constituyen la pared celular y 
el material de reserva macroalgal. Estos polisacáridos son una fuente potencial de 
carbono y energía para muchas bacterias (Hehemann et al. 2012). En particular el 
género Ulva, se caracteriza por que su biomasa total está constituida por proteínas 
(27%), lípidos (0.3%) y carbohidratos (62%), los cuales se encuentran principalmente 
representados por ulvano (un compuesto formado por sulfato, ramnosa, xilosa y ácidos 
idurónico y glucorónico), que junto con la celulosa, constituyen la pared celular 
macroalgal (Egan et al. 2013). Es así como, la producción de polisacáridos por parte de 
la macroalga, promueve la generación de enzimas sintetizadas por bacterias epífitas, las 
cuales pueden degradar los diversos compuestos disponibles en la superficie macroalgal 
(Nys & Steinberg 2002; Kennedy et al. 2008; Chandrasekaran & Rajeev 2010). 
 Enzimas sintetizadas por bacterias epífitas 1.2
Las enzimas marinas catalizan muchas reacciones bioquímicas importantes en 
aplicaciones biotecnológicas. Los microorganismos en el mar están expuestos a cambios 
de presión, temperatura y salinidad, razón por la que sintetizan enzimas que les permiten 
adaptarse a estas condiciones cambiantes (Chandrasekaran & Rajeev 2010). Algunas de 
estas enzimas son liberadas al ambiente para degradar complejas macromoléculas, 
mientras que otras son intracelulares y participan en vías metabólicas para producir 
energía (Zhang & Kim 2010; Arnosti et al. 2014).   
 
Investigaciones han demostrado que microorganismos que crecen en el ambiente 
marino, desarrollan mecanismos adaptativos para sobrevivir en altas concentraciones de 
sal, las cuales promueven la agregación de proteínas que tienen regiones hidrofóbicas 
sobre su superficie (Harshvardhan et al. 2013). De manera que para evitar este 
fenómeno, las enzimas halófilas presentan gran cantidad de residuos aminoácidos de 
carácter ácido, además de un limitado número de residuos hidrofóbicos sobre su 
superficie exterior. Este tipo de adaptaciones resultan ser de gran interés a nivel 
industrial, en reacciones enzimáticas que se realizan en condiciones de baja cantidad de 
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agua, tales como aquellas que ocurren en presencia de solventes orgánicos (Trivedi et al. 
2013, Schreck & Grunden 2014).  
 
Es por esto que la búsqueda y obtención de novedosos biocatalizadores a partir de 
microorganismos epibiontes asociados a superficies vivas de organismos marinos, ha 
cobrado gran importancia, prueba de esto es la generación de múltiples patentes para la 
obtención de enzimas de origen marino en el período comprendido entre los años 1973 y 
2007 y en aplicaciones relacionadas con la industria farmacológica, médica, de 
alimentos, de producción de textiles, de cosméticos y en campos como la biotecnología 
ambiental, así como en la producción de biocombustibles y bioenergía entre otros (Leary 
et al. 2009; Trincone 2011). 
 
Dentro de las enzimas sintetizadas por bacterias asociadas a macrolagas marinas se 
destacan las amilasas, glucosidasas, pululanasas, agarasas, liasas, galactosidasas, 
celulasas, xylanasas, quitinasas, lacasas, cresolasas, proteasas, lipasas e hidrogenasas, 
entre otras (Kennedy et al. 2008; Chandrasekaran & Rajeev 2010; Trincone 2010; Zhang 
et al. 2010; Kennedy et al. 2011; Trincone 2011). Las características de las enzimas de 
interés para este estudio, se encuentran descritas en mayor, en los párrafos siguientes 
de la presente sección. 
1.2.1 Lipasas 
Las lipasas se caracterizan por presentar una gran versatilidad catalítica que va desde la 
hidrólisis, esterificación, transesterificación e interesterificación de lípidos (Svendsen 
2000; Mala & Takeuchi 2008), hasta la alcohólisis y aminólisis de grasas y aceites (Patil 
et al. 2011).  
 
En los últimos años, la construcción de librerías metagenómicas y la expresión de genes 
lipolíticos utilizando hospederos heterólogos, ha permitido la generación de enzimas 
recombinantes a partir de muestras provenientes de suelos y ambientes contaminados 
con aceites y otros polímeros de difícil degradación (Bell et al. 2002; Heravi et al. 2008; 
Wei et al. 2009; Sirisha et al. 2010; Glogauer et al. 2011). Otros estudios metagenómicos, 
han logrado recuperar enzimas lipolíticas con múltiples propiedades termofílicas y 
halotolerantes, a partir de muestras de sedimentos y fondos de zonas cercanas a 
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cuencas hidrotermales (Tirawongsaroj et al. 2008; Kiran et al. 2014). En la última década, 
los estudios referentes a la búsqueda de lipasas en el ambiente marino han aumentado 
considerablemente y los aportes al conocimiento son diversos, entre estos se destacan la 
generación de enzimas recombinantes, así como la descripción de nuevas familias de 
enzimas sintetizadas por bacterias marinas (Lee et al. 2006; Peng et al. 2014). De 
manera que desde el año 2009, más de 100 clones con actividad lipolítica han sido 
identificados en muestras provenientes de diversas fuentes naturales, en su mayoría 
marinas (JiaSong & Zhang 2011).  
 
Un análisis metagenómico funcional acerca de las comunidades microbianas asociadas 
con esponjas y con una macroalga del género Ulva, identificó tres nuevas enzimas 
hidrolíticas que presentan actividad antibacterial; estas enzimas actúan sobre lípidos para 
liberar ácidos grasos de diferente longitud de cadena, que presentan amplio espectro de 
actividad antibacteriana. El mecanismo de acción al parecer se debe a las propiedades 
detergentes propias de estos ácidos, las cuales les permiten crear poros y en altas 
concentraciones causar la lisis celular mediante la degradación de la pared celular. Los 
resultados de este estudio, sugieren que las alfa y gamaproteobacterias contienen 
nuevas clases de proteínas que podrían ser fuente de agentes antibacteriales, las cuales 
a su vez podrían prevenir la colonización de cierta clase de bacterias y por ende tener un 
impacto sobre la composición de la comunidad microbiana asociada al hospedero 
macroalgal (Yung et al. 2011). En otro estudio realizado sobre biopelículas bacterianas 
asociadas a macroalgas, se identificó la presencia de genes implicados en la biosíntesis 
de vitamina B, además de aquellos codificantes para lipasas y esterasas, este hallazgo 
sugiere la importancia de las lipasas en la relación existente entre bacterias y macroalgas 
marinas (Molt et al. 2013). 
 
Las lipasas son consideradas como uno de los grupos de catalizadores biológicos más 
importantes en aplicaciones biotecnológicas, entre estas se encuentran la industria 
alimenticia, farmacéutica y cosmética, además de la producción de agroquímicos, 
biodiesel, textiles y detergentes (Jaeger & Eggert, 2002; Araújo et al. 2008; Verma et al. 
2012). Estas enzimas también son utilizadas en procesos de bioremediación y algunas 
presentan actividad antimicrobiana y antifouling (Glöckner et al. 2012; Prabhawathi et al. 
2014). Por todas estas aplicaciones, existe gran interés en la búsqueda de actividad 
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lipolítica en bacterias marinas, de modo que aislar lipasas a partir de superficies 
macroalgales, abre nuevas rutas encaminadas a la producción de este tipo de enzimas 
(Molt et al. 2013). 
1.2.2 Celulasas  
La celulosa es el carbohidrato más abundante en la naturaleza, constituyéndose como el 
principal componente de la pared celular de plantas superiores e inferiores. Las 
macroalgas contienen principalmente α-celulosa sin la presencia de lignina, lo que las 
diferencia de las plantas terrestres y las convierte en una fuente preferencial de celulosa 
para muchos microorganismos (Siddhanta et al. 2009). En este sentido, existen reportes 
de bacterias marinas productoras de celulosa, que crecen sobre plantas y macroalgas 
verdes, tal es el caso de los géneros Clostridium, Nocardia, Pseudoalteromonas y 
Streptomyces (Maki et al. 2009). 
 
Bacterias asociadas a macroalgas de la especie U. lactuca fueron tamizadas para la 
producción de celulasas, encontrándose que cepas pertenecientes al género Bacillus 
(Bacillus flexus y Bacillus aquimaris), producen celulasas tolerantes a la presencia de 
varios solventes y además presentan estabilidad en condiciones de salinidad y 
alcalinidad (Trivedi et al. 2011).  
 
Debido a su utilidad en diversos procesos industriales y gracias al avance en las técnicas 
de secuenciación, así como el desarrollo de herramientas para su análisis, hasta este 
momento se han caracterizado cerca de 180 marcos abiertos de lectura (ORFs) que 
codifican para enzimas celulolíticas de bacterias marinas, muchas de las cuales se han 
expresado y caracterizado mediante el uso de hospederos heterólogos como Escherichia 
coli (Arnosti et al. 2014). En términos generales y debido a sus características 
funcionales, las celulasas presentan un amplio espectro de aplicaciones industriales en 
reacciones relacionadas con el procesamiento de textiles, algodón, hilaturas, 
biocombustibles, también en la producción de alcohol, detergentes, así como en el 
tratamiento de aguas residuales y de ambientes contaminados con hidrocarburos (Trivedi 
et al. 2011). 
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1.2.3 Amilasas 
Las amilasas catalizan la hidrólisis del almidón en diversos productos, incluyendo 
dextrinas y pequeñas unidades de glucosa, de manera que dependiendo del tipo de 
azúcar producido por la reacción enzimática, las amilasas pueden ser clasificadas como 
alfa-amilasas y beta-amilasas. Si bien las amilasas pueden ser aisladas de diferentes 
organismos, incluyendo animales, microorganismos y plantas, las enzimas derivadas de 
microorganismos son de interés en diversas aplicaciones industriales debido a sus 
propiedades funcionales. Las alfa amilasas son de los grupos más importantes a nivel 
industrial, estas enzimas son utilizadas para la producción de textiles, papel, detergentes, 
además de diferentes productos en la industria alimenticia. En los últimos años, las 
amilasas han reemplazado completamente el uso de químicos utilizados para la hidrólisis 
de almidón, razón por la cual el descubrimiento de nuevas enzimas amilolíticas es uno de 
los mayores retos científicos del momento. En este sentido, amilasas sintetizadas por 
bacterias aisladas de ambientes marinos han sido clonadas y expresadas en hospederos 
heterólogos, mostrando alta estabilidad térmica y tolerancia a condiciones alcalinas, 
propiedades deseadas en diversas aplicaciones industriales (Zhou et al. 2015).   
 
Del mismo modo, amilasas con tolerancia a salinidad y a diferentes rangos de pH han 
sido aisladas de bacterias marinas e identificadas en librerías metagenómicas obtenidas 
a partir de muestras de origen marino (Wu et al. 2014). Adicionalmente, bacterias que 
habitan regiones de muy bajas temperaturas y que sintetizan enzimas con actividad 
amilolítica, han sido extensamente estudiadas, mostrando ser promisorias para 
aplicaciones industriales que impliquen fluctuaciones en las concentraciones de sales y 
que requieran procesos efectuados en condiciones de bajas temperaturas (Emampour et 
al. 2015). 
 
También existe evidencia de una amilasa aislada de una bacteria del género 
Cellulosimicrobium sp., obtenida de la superficie del alga verde Ulva rigida, la cual 
presentó su mayor actividad en presencia de cloruro de sodio (NaCl) a una concentración 
del 3 %, esta característica demuestra la naturaleza halofílica de la cepa, así mismo las 
propiedades de la enzima son de interés en procesos relacionados con la degradación de 
polímeros que implican baja actividad de agua, lo cual es favorable en condiciones en las 
cuales soluciones concentradas de sales inhiben ciertas reacciones enzimáticas, así 
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mismo, se sabe que muchas de estas enzimas halófilas son termotolerantes y 
permanecen estables a temperatura ambiente durante un largo periodo de tiempo 
(Naamani et al. 2015).  
1.2.4 Agarasas  
Las agarasas son enzimas hidrolíticas ampliamente distribuidas entre los 
microorganismos marinos. Estas se dividen en dos clases, las alfa agarasas y las beta 
agarasas, las cuales hidrolizan las uniones alfa-1,3 y beta-1,4 en las cadenas de agar, 
participando además en las reacciones de despolimerización de azúcares complejos 
(Zhang & Kim 2010). 
 
Aislamientos bacterianos asociados con macroalgas rojas de la especies Gelidium crinale 
y Pterocladiella capillacea, utilizadas en la producción de agar y agarosa, están 
clasificados dentro de los géneros Alcaligenes sp., Bordetella sp., Acinetobacter sp., 
Pseudomonas sp., Flavobacterium sp., Vibrio sp., Vigribacillus sp., Marinobacterium sp., 
Bacillus sp., Pseudoalteromonas sp., Alteromonas sp., Streptomyces sp., Cytophaga sp., 
Aeromonas sp., Saccharophagus sp. y Streptomyces sp. Estas bacterias pueden producir 
múltiples agarasas y por ende crecer rápidamente utilizando el agar y la agarosa como 
fuentes de carbono (Chi et al. 2012; Ibrahim et al. 2015). 
 
En cuanto a su uso a nivel biotecnológico e industrial, estas enzimas son de interés en 
procesos relacionados con la degradación de polisacáridos de algas, en la licuefacción 
de geles de agar y agarosa, en la eliminación de biopelículas en los biorreactores, en la 
producción de azúcares simples como la neoagarobiosa, neoagarotreosa, y la 
neoagarohexosa, así como en la industria alimenticia para la producción de bebidas, pan, 
así como productos de bajas calorías, entre otros (Zhang & Kim 2010). Dado el interés 
que representan este tipo de enzimas, numerosas beta agarasas han sido clonadas a 
partir de bacterias aisladas de muestras provenientes de agua de mar, así como de 
sedimentos marinos (Chandrasekaran & Rajeev 2010).  
 
Algunas bacterias aisladas de superficies de macroalgas en descomposición, secretan 
enzimas hidróliticas, tal es el caso de una bacteria del género Pseudomonas sp. 
caracterizada por sintetizar agarasas, de modo que el gen responsable de codificar esta 
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enzima fue identificado y clonado en E. coli, lo que permitió revelar algunas de sus 
propiedades bioquímicas. En este sentido, los resultados del estudio revelaron que la 
enzima presenta una mayor actividad agarolítica en presencia de cloruro de sodio, 
compuesto que al parecer está involucrado en los mecanismos relacionados con su 
activación a nivel celular (Lee et al. 2000). 
 Generalidades de las macroalgas marinas del género 1.3
Ulva 
El género Ulva comprende alrededor de 99 especies de macroalgas marinas descritas, 
que crecen en la zona intermareal de la mayoría de los océanos del mundo. Sus largas 
hojas le dan un aspecto similar al de una lechuga, característica que les confiere el 
nombre común de lechuga de mar o lamilla. En términos morfológicos, las macroalgas de 
este género están constituidas por un talo verde, que comprende los rizoides (raíces), el 
cauloide (tallo) y los filoides (hojas). Las hojas están formadas por dos capas de células, 
mientras que los rizoides son los encargados de los mecanismos de fijación de la 
macroalga al sustrato (Niesenbaum 1988, Simpson 2006).  
 
En términos ecológicos, los parámetros medioambientales que determinan la 
sobrevivencia de las macroalgas del género Ulva, son la presencia de agua de mar, o al 
menos de agua salobre (ya que sobreviven en salinidades que pueden estar en un rango 
desde 2 hasta 35 %), disponibilidad de luz para la fotosíntesis, presencia de un sustrato 
para el asentamiento y aportes continuos de compuestos nitrogenados (Gaur et al. 1982).  
En cuanto a su importancia, al igual que las demás macroalgas y los organismos del 
plancton autótrofo, son las responsables de la producción primaria marina, entendida 
como la producción de materia orgánica que realizan los organismos autótrofos a través 
de los procesos de fotosíntesis, siendo entonces, el punto de partida de la circulación de 
materia orgánica y nutrientes a través de las cadenas tróficas y generando además, 
alrededor de la mitad de la producción de oxígeno en el mar. De manera particular, las 
macroalgas contribuyen en las redes tróficas basadas en detritus (residuos, que 
provienen de la descomposición de fuentes orgánicas vegetales), ya que si bien, los 
organismos herbívoros basan sus requerimientos alimenticios en macroalgas, éstos solo 
consumen un 10% de la productividad total (Niesenbaum 1988). 
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Las macroalgas también se caracterizan por su uso frecuente en distintas preparaciones 
debido a su contenido proteico, mineral, de vitaminas y esteroles, en muchos casos 
superior al de plantas terrestres (Potin et al. 2002, Steinberg & Nys 2002, Cardozo et al. 
2007, El Gamal 2010, Stengel et al. 2011). En cuanto a su papel como sustrato para el 
establecimiento de poblaciones de microorganismos, estudios metagenómicos realizados 
en la especie Ulva australis indican que la composición de la comunidad bacteriana, está 
determinada por la función, más que por la identidad taxonómica de los grupos, de modo 
que la superficies macroalgales son colonizadas por bacterias planctónicas que 
presentan todas las características necesarias para el funcionamiento de la comunidad 
epifítica asociada a esta superficie macroalgal (Burke 2010, Egan et al. 2013). 
1.3.1 Generalidades de U. lactuca  
En términos morfológicos, los criterios utilizados para la diferenciación de macroalgas del 
género Ulva se basan en la morfología macroscópica de la hoja, incluyendo color y 
textura, la forma y organización de las células en vista superficial, la estructura de la 
región basal, la apariencia de los cloroplastos y el tamaño celular, entre otros. Las 
macroalgas de la especie U. lactuca se caracterizan por ser lobuladas, lanceoladas, de 
color verde oscuro, con un tamaño aproximado de 50 centímetros de largo y un diámetro 
de 65 centímetros, éstas se adhieren al sustrato por un disco córneo, membranoso y 
pequeño, del cual emergen una o varias láminas, divididas muchas veces. 
Adicionalmente presentan márgenes lisos, ondulados y con células superficiales 
ovaladas o cuadradas, con uno a tres pirenoides. El talo está formado por dos capas de 
células rectangulares, redondeadas, mientras que las células rizoidales tienen forma de 
clavo (claviformes) y se ubican en la parte basal del fronde (Koeman et al. 1981). 
 
En cuanto a su hábitat, esta especie se caracteriza por ser cosmopolita y estar asociada 
frecuentemente a la zona intermareal, específicamente sobre sustratos rocosos y 
arenosos. Sin embargo; su distribución depende de las esporas macroalgales, las cuales 
se dispersan siguiendo señales químicas producidas por bacterias, que se encuentran 
adheridas a una superficie adecuada. Una vez realizado el establecimiento, las esporas 
germinan y se desarrollan en el sustrato escogido durante la colonización macroalgal 
(Tait et al. 2005). 
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 Métodos para el estudio de la diversidad microbiana 1.4
asociada a superficies vivas 
Diferentes metodologías han sido utilizadas para evaluar la diversidad microbiana 
asociada a superficies vivas, tal es el caso de aproximaciones basadas en cultivo para el 
aislamiento de especies microbianas a partir de muestras ambientales, como por ejemplo 
agua de mar, suelo, el intestino humano, entre otras. Sin embargo; pese a los recientes 
avances, la mayor parte de los microorganismos no son cultivables, razón por la que 
dicha aproximación es inadecuada para realizar este tipo de estudios. Entre los métodos 
más utilizados para el análisis de diversidad bacteriana, está la amplificación y 
secuenciación del gen ARNr 16S, el cual refleja las relaciones evolutivas entre 
microorganismos, gracias a su distribución universal (Goris et al. 2007; Konstantinos & 
Tiedje 2005).  
 
Si bien este tipo de análisis, ha revelado mucho acerca de la distribución de la diversidad 
microbiana, es difícil hacer inferencias acerca de los atributos funcionales de 
microorganismos no cultivables, solo a partir de análisis taxonómicos y filogenéticos. Se 
requiere más información acerca de genomas de microorganismos no cultivables, que 
permita concluir sobre su contribución funcional en las comunidades. Es por esto que 
estudios relacionados con genomas de una comunidad microbiana, lo que se conoce 
como el metagenoma, han revelado el potencial metabólico y funcional de organismos no 
cultivables, promoviendo el descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos y enzimas 
a través de tamizajes funcionales conocidos en la literatura especializada como 
¨screenings¨ (Simon & Rolf 2011).  
 
La metagenómica describe los análisis basados en la función y en la secuencia de 
genomas microbianos presentes en una muestra ambiental (agua de mar, superficies 
vivas, suelos, etc). Las tecnologías en metegenómica han sido aplicadas en diferentes 
escalas, que van desde genes simples, vías metabólicas, hasta el estudio de organismos 
y comunidades. Para tal fin, las bases de datos de secuencias de referencia proveen una 
importante fuente para este tipo de estudios, además de la existencia de tecnologías de 
secuenciación de última generación, las cuales proporcionan una mayor profundidad en 
los análisis, en comparación con las aproximaciones tradicionales (Riesenfeld et al. 
2004). 
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Las técnicas en metagenómica contemplan dos aproximaciones: las librerías 
metagenómicas basadas en secuencias y las librerías basadas en función, aquellas 
basadas en secuencias, implican el diseño de iniciadores a partir de regiones 
conservadas de genes conocidos, de modo que variantes de clases funcionales de 
proteínas pueden ser identificadas, mientras que las librerías basadas en función son 
construidas con el fin de identificar nuevas biomoléculas. En este contexto, múltiples 
carpetas de datos metagenómicos pueden ser comparadas tanto a nivel funcional como 
taxonómico (Handelsman 2004, Simon & Rolf 2011).  
 
Ambas aproximaciones comprenden la clonación de ADN obtenido de las muestras de 
interés y posteriormente la construcción de librerías conformadas por pequeños o 
grandes insertos (fragmentos de ADN que son clonados en vectores específicos, de 
acuerdo a su tamaño). Los clones resultantes, son usados para transformar un 
hospedero, el cual en muchos casos es Escherichia coli, aunque también se emplean 
hospederos adicionales como especies de Streptomyces ó Thermus thermophilus, entre 
otros. Por otro lado, dependiendo del tamaño del inserto de interés, las librerías se 
construyen usando como vectores, plásmidos (hasta 15 kb), fósmidos, cósmidos (hasta 
40 kb), o cromosomas bacterianos artificiales (> 40 kb).  De esta manera, librerías de 
pequeños insertos pueden ser empleadas para la identificación de nuevos 
biocatalizadores codificados por un único gen o un pequeño operón, mientras que 
librerías de grandes insertos, son requeridas para recuperar grandes grupos de genes, 
los cuales codifican para vías metabólicas complejas (Riesenfeld et al. 2004). El proceso 
general para la construcción de las librerías metagenómicas se ilustra en la Figura 1-1. 
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1.4.1 Tamizaje funcional de librerías metagenómicas 
Las librerías pueden ser “tamizadas” por varios caminos, de manera que si existe una 
hipótesis acerca de la naturaleza de los genes biosintéticos de la vía metabólica, el 
análisis puede enfocarse en la secuenciación directa de los clones y la comparación de 
las secuencias obtenidas, con secuencias almacenadas en bases de datos existentes. 
Por otro lado, el tamizaje por función se basa en la posibilidad de que las vías 
biosintéticas puedan ser expresadas en un hospedero y posteriormente detectadas 
fenotípicamente (Steele & Streit 2005, Uria & Piel 2009). Las principales ventajas de esta 
aproximación, radican en que no se requiere información previa acerca de la secuencia 
de los genes de interés y en que facilita el descubrimiento de nuevos compuestos y 
enzimas. Sin embargo; la construcción de librerías funcionales presenta algunas 
dificultades asociadas con la expresión heteróloga, tales como el reconocimiento del 
promotor y los procesos de plegamiento y transporte de la proteína de interés. Pese a 
estas dificultades, el tamizaje funcional ha sido exitosamente aplicado en la detección de 
nuevas enzimas provenientes del ambiente marino, algunos ejemplos son: agarasas, 
amilasas, celulasas, quitinasas, xilanasas, lipasas, esterasas y proteasas, entre otras 
(Kennedy et al. 2010).  
 
La metodología más ampliamente utilizada para el tamizaje funcional enfocado al 
descubrimiento de enzimas en librerías metagenómicas, se fundamenta en cambios en el 
fenotipo de las colonias sobre placas de agar. Estos ensayos se basan en la utilización 
de un sustrato, que se evidencia en la aparición de un halo alrededor de los clones 
positivos. Otras estrategias utilizadas son la complementación heteróloga de cepas 
hospederas o mutantes, que requieren de los genes de interés para crecer bajo 
condiciones selectivas y la expresión de genes inducida por sustrato, la cual emplea un 
vector con un operón de expresión gfp (Uchiyama & Miyazaki 2009). El ADN 
metagenómico es clonado corriente arriba del gen gfp, promoviendo de esta manera que 
la expresión de dicho gen esté bajo el control de promotores presentes en el ADN 
metagenómico. Posteriormente, los clones que influyen en la expresión de gfp, en 
presencia del substrato de interés, son aislados por la fluorescencia emitida por las 
células activadas en dicho substrato (Riesenfeld et al. 2004). 
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1.4.2 Clonación, expresión y caracterización de enzimas 
recombinantes 
Una vez se identifica la actividad de una enzima de interés, la producción de las 
cantidades suficientes para su estudio, conlleva procedimientos de secuenciación y 
clonación del gen que codifica para esta enzima, así como la elección de un sistema de 
expresión adecuado para la misma. Cuando se cuenta con la enzima en las cantidades 
necesarias, se procede entonces a realizar su caracterización, la cual puede llevarse a 
cabo tanto a nivel funcional como estructural. Si esta se realiza sobre extractos puros, 
implica pasos de purificación, que consisten en una serie de procesos destinados al 
aislamiento de un tipo de proteína a partir de una mezcla compleja, teniendo en cuenta 
que además de obtener una proteína pura, esta debe mantener su actividad biológica 
nativa (Copeland 2000). 
 
Características como tamaño, carga, hidrofobicidad, solubilidad y actividad biológica, son 
utilizadas para purificar las proteínas de los contaminantes presentes en los extractos 
obtenidos (Shanmugan & Sathishkumar 2009). Cuando la enzimas son purificadas, es 
posible entonces realizar la caracterización en términos de su actividad y perfiles de 
estabilidad en determinadas condiciones de pH, temperatura y efecto tanto de iones 
metálicos como de agentes quelantes, también se llevan a cabo estudios de 
especificidad de sustrato, además de la determinación de mecanismos cinéticos, 
químicos y de estabilidad. Estos parámetros dan información útil acerca de los 
mecanismos de catálisis de la enzima, su papel en el metabolismo, así como de su 
actividad a nivel celular (Sharma et al. 2001). 
 Antecedentes relacionados con el estudio de 1.5
bacterias asociadas a macroalgas marinas 
Los estudios realizados con bacterias epifítas de superficies macroalgales, presentan 
como característica común, el análisis de las secuencias de ARNr 16S, las cuales 
suministran información relevante, en casos en los que se sabe poco acerca de la 
comunidad bacteriana objeto de estudio. De esta manera, investigaciones encaminadas 
al estudio de las relaciones filogenéticas y la actividad antiincustrante de bacterias 
epífitas de la macroalga U. lactuca, demostraron que los aislamientos bacterianos 
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presentaban similitudes con la especie Pseudoalteromonas tunicata (Egan et al. 2000). 
Estudios similares realizados en macroalgas de la especie Ulva reticulata registran el 
aislamiento de bacterias epífitas pertenecientes a los géneros Alteromonas, 
Pseudoalteromonas y Vibrio (Dobretsov & Quian 2002). 
 
Por otra parte, también se han llevado a cabo investigaciones relacionadas con la 
evaluación de los factores que favorecen los procesos de colonización y competencia 
entre Pseudoalteromonas tunicata y Roseobacter gallaeciensis mencionadas como 
epífitas de la macroalga Ulva australis, en los que se comprueban diferencias en las dos 
especies, en cuanto a las estrategias de colonización de las superficies macroalgales 
(Rao et al. 2006). Del mismo modo, estudios realizados con el fin de comparar las 
poblaciones de bacterias epifitas presentes en eucariotas marinos, entre ellos 
macroalgas de la especie Ulva australis, a partir de análisis de librerías de genes que 
codifican para ARNr 16S, demostraron la presencia de las clases Alfa, Delta y Gama-
proteobacteria, además de representantes de los fila Planctomycetes y Bacteroidetes 
(Longford et al. 2007).  
 
Recientemente se estableció un modelo para el ensamblaje de las comunidades 
bacterianas sobre superficies macroalgales, el cual implica que existen grupos de 
especies bacterianas, cuyos miembros son funcionalmente equivalentes en cuanto a su 
habilidad para colonizar estas superficies vivas, sin que esto implique que se encuentren 
relacionados filogenéticamente, en este punto aproximaciones realizadas en 
metagenómica, demostraron que las funciones encontradas son todas consistentes con 
el rol ecológico de la comunidad de bacterias asociadas a Ulva australis, lo que provee 
un soporte para la afirmación de que existe un metagenoma estable y característico, el 
cual esta funcionalmente adaptado a las condiciones propias de esta superficie 
macroalgal (Burke et al. 2010). 
 
En términos del tamizaje funcional, se tienen registros de estudios enfocados a entender 
las bases genómicas de vías biosintéticas relacionadas con la producción de compuestos 
en un organismo, un ejemplo es una investigación en la cual se realizó el tamizaje de una 
librería de fósmidos construida con ADN genómico de la bacteria marina P. tunicata, 
conocida por su habilidad para producir varios compuestos bioactivos. Es así como se 
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encontraron clones productores de un compuesto antifungico (tambjamina), en los cuales 
fue posible identificar la vía biosintética para la producción del mismo (Penesyan et al. 
2013). También se tienen registros de metagenómica funcional y el uso de fósmidos 
como vectores, para el tamizaje de comunidades microbianas asociadas a esponjas 
marinas y macroalgas de la especie Ulva australis, en los cuales se identificaron tres 
nuevas enzimas hidrolíticas con actividad antibacterial (Yung et al. 2011). 
 
A nivel local, en Colombia, el estudio biológico y químico de los compuestos naturales de 
origen marino, se ha enfocado en invertebrados como los corales blandos, ofiuros, 
estrellas de mar y esponjas; con muy pocos trabajos en macroalgas marinas (Duque 
1998). Adicionalmente las investigaciones realizadas con macroalgas marinas, se han 
enfocado en la evaluación de los extractos crudos provenientes de diferentes géneros 
(Díaz & Díaz 2003, Díaz et al. 2006). Los estudios relacionados con productos 
sintetizados por macroalgas presentes en el Caribe Colombiano, comenzaron en el año 
1998, en cabeza de la institución estadounidense Harbor Branco Oceanographic, que 
junto con la Universidad del Magdalena en Colombia, realizaron una expedición para 
evaluar algunos recursos marinos, en lo referente a su actividad contra diferentes 
patologías (Duque 1998). 
 
Posteriormente las investigaciones se enfocaron en evaluar la actividad citotóxica de 
extractos crudos macroalgales (Díaz et al. 2006) y en determinar su actividad 
antibacterial contra microorganismos patógenos (Martínez et al. 2002). Uno de los 
estudios se enfocó en detectar la actividad antioxidante de diferentes extractos 
macroalgales, además de realizar una evaluación de su contenido en cuanto a 
compuestos fenólicos (Echavarría et al. 2009). En la revisión de literatura realizada para 
la elaboración de esta tesis no se encontraron menciones acerca de investigaciones 
enfocadas al estudio de bacterias epífitas de macroalgas marinas presentes en la región 
de Santa Marta (Caribe Colombiano).
 
Capítulo 2. Descripción de la comunidad de 
bacterias epífitas mediante análisis del gen 
ARNr 16S 
Autores: Natalia Beatriz Comba González, Liliana López Kleine, Dolly Montoya Castaño 
Resumen. 
Este capítulo describe la comunidad de bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. 
lactuca, considerando tanto la fracción cultivable conformada por bacterias aisladas de la 
superficie de macroalgas de la especie U. lactuca, como el componente no cultivable de 
la comunidad bacteriana. En cuanto a la fracción cultivable, una vez realizado el 
aislamiento e identificación de bacterias epífitas de U. lactuca, se estableció que el 
género Vibrio es de los constituyentes cultivables más abundantes en las superficies 
macroalgales. Por otra parte, mediante el análisis del gen ARNr 16S y utilizando la 
plataforma Illumina Mi-seq, se analizaron muestras colectadas durante el periodo 
comprendido entre 2014 y 2016. Con las secuencias obtenidas se realizaron análisis de 
diversidad con el programa QIIME 1.9.1. (Quantitative Insigths Into Microbial Ecology), 
además de análisis estadísticos con la librería Phyloseq de R. En este sentido, los 
análisis de rarefacción indicaron que los muestreos realizados representan la diversidad 
de grupos que componen la comunidad de bacterias epífitas. Así mismo, se identificó a 
Protebacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus y Actinobacteria, 
como los fila más representativos en la comunidad bacteriana.  
 
Al comparar en una escala temporal se determinaron diferencias significativas entre 
muestreos. Particularmente para el año 2016, se observaron incrementos en la 
abundancia de las familias Rhodobacteraceae e Hyphomonadaceae, además de una 
disminución en el número de secuencias asignadas a la familia Flavobacteriaceae, lo que  
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podría explicarse por la ocurrencia del fenómeno de El Niño, que afectó la región de 
Santa Marta, durante el periodo de estudio. Finalmente, las diferencias encontradas a 
nivel de familia y género con respecto a estudios realizados en otras regiones del mundo 
(Mar Báltico, Australia), apoyan la teoría de Burke y colaboradores (2011), que propone 
la no existencia de una comunidad core de bacterias epífitas de U. lactuca. 
 
Palabras clave: gen ARNr 16S, metagenómica, macroalgas, bacterias cultivables, 
diversidad. 
 Introducción 2.1
Recientemente, se ha sugerido que las comunidades microbianas establecen 
asociaciones estables con hospederos eucariotas, lo que resulta en un “metaorganismo” 
denominado holobionte, el cual corresponde a la suma de un hospedero y de su 
microbiota asociada (Stabili et al. 2017). Un ejemplo interesante de este tipo de 
asociaciones, lo constituyen las macroalgas marinas, las cuales juegan un papel 
importante en el desarrollo de comunidades de bacterias epífitas, al presentar una gran 
diversidad de carbohidratos fácilmente hidrolizables, además de bajos contenidos de 
lignina, compuestos que son aprovechados por los microorganismos que se establecen 
sobre estas superficies (Wu et al. 2016; Stabili et al. 2017). Por su parte las bacterias 
epífitas producen compuestos bioactivos promotores del crecimiento algal, influyendo de 
esta manera en su morfología, desarrollo y sobrevivencia (Stabili et al. 2017). 
 
Estudios realizados han establecido que en algunos casos, la composición de 
poblaciones bacterianas puede estar influenciada por características del hospedero, así 
como por las condiciones ambientales, en las cuales la capacidad funcional deberá ser 
más importante que la composición taxonómica (Burke et al. 2011). De esta manera, se 
ha descrito que la comunidad bacteriana asociada a macroalgas puede dividirse en dos 
grupos, el constituido por los simbiontes estables, los cuales son encontrados 
específicamente asociados con un grupo taxonómico particular y el de los simbiontes 
esporádicos, que puede ser producto ya sea de eventos estocásticos o aleatorios, o de la 
respuesta a la presión ambiental. Esta teoría sugiere que cambios en la composición 
bacteriana, pueden promover un holobionte mejor adaptado a condiciones ambientales 
particulares (Burke et al. 2011; Aires et al. 2016).  
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Es así como, el aislamiento de microorganismos asociados a superficies vivas, seguido 
por su identificación taxonómica, resulta importante a la hora de conocer la composición 
de las poblaciones de bacterias epifitas, sumado a esto y considerando el rápido avance 
de las tecnologías independientes de cultivo, existe evidencia acerca de que la riqueza 
genética de las comunidades microbianas puede jugar un papel determinante tanto en la 
evolución cómo en la adaptación de los organismos superiores (Aires et al. 2016). La 
metagenómica es uno de los métodos independientes de cultivo, utilizado para explorar 
la diversidad genética, la estructura poblacional y las interacciones entre las 
comunidades microbianas y sus ecosistemas. Una de las aproximaciones en 
metagenómica, se basa en el análisis de los genes ribosomales rRNA, siendo este uno 
de los métodos más utilizados en el estudio de la diversidad en muestras de origen 
marino. Es así como, mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se realiza la 
amplificación de regiones conservadas en el gel rRNA 16S el cual contiene la suficiente 
resolución para distinguir entre diferentes grupos bacterianos. Esta aproximación genera 
un gran número de fragmentos de dicho gen, provenientes de diversas comunidades de 
microorganismos de una manera rentable y rápida (Mineta & Gojobori 2016). 
 
Como complemento, las tecnologías de secuenciación de última generación juegan un 
papel importante en los análisis metagenómicos. Las cuatro principales plataformas 
comerciales: Illumina/Solexa, 454/Roche, ABI/SOLiD y Helicos BioSciences, son de gran 
utilidad en la medida en que generan cientos de megabases de datos; entre estas, la 
plataforma Illumina/Solexa se caracteriza por ser ampliamente utilizada dado que 
construye contigs más largos y más precisos (Wu et al. 2016). 
 
En este sentido, los estudios metagenómicos, han revolucionado el acceso a la 
biodiversidad microbiana, mejorando el entendimiento de su influencia en los ciclos 
biogeoquímicos y sobre el metabolismo, la ecología y su relación con hospederos vivos. 
Así mismo, la secuenciación del gen ribosomal ARNr 16S ha mostrado que las 
comunidades microbianas en muchos ambientes, incluyendo hábitats marinos, suelos, 
plantas y animales son mucho más diversas de lo que previamente se había asumido 
(Aires et al. 2015).  
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Para el caso de macroalgas del género Ulva, el estudio realizado por Burke y 
colaboradores (2011), describió la presencia de genes con funciones particulares, 
relacionadas con el ambiente del hospedero algal (aquellos implicados en la degradación 
de metabolitos secretados por el hospedero, estrés oxidativo, mecanismos de defensa, 
almacenamiento de metales pesados y desecación), los cuales al parecer intervienen en 
la interacción con el hospedero macroalgal, así como con otras comunidades eucariotas 
y procariotas presentes en su entorno marino.  
 
Por otra parte, estudios enfocados en la identificación taxonómica de los grupos de 
bacterias epífitas de macroalgas del género Ulva sp., describen que las poblaciones 
bacterianas asociadas a estas superficies macroalgales, pertenecen principalmente a los 
fila Proteobacteria y Firmicutes (Singh & Reddy 2016). Del mismo modo, otras 
investigaciones identificaron la presencia del grupo de las Gamma-proteobacteria y 
específicamente de los géneros Shewanella, Marinobacter y Vibrio, entre otros, en 
muestras de ADN provenientes de bacterias asociadas a U. lactuca (Stabili et al. 2017). 
 
Si bien algunos estudios se han ocupado de las interacciones entre algas y bacterias, el 
rol ecológico de estas asociaciones no es del todo claro y las bacterias aún no han sido 
plenamente identificadas. Tal es el caso de las bacterias epífitas asociadas a macroalgas 
de la especie U. lactuca presentes en el litoral rocoso de la Punta de la Loma (Santa 
Marta- Caribe Colombiano), las cuales hasta esta investigación no habían sido 
estudiadas.  
 
En este capítulo se describe la comunidad de bacterias epífitas de U. lactuca mediante 
análisis del gen ARNr 16S, utilizando dos estrategias, la primera enfocada en el 
aislamiento e identificación de bacterias epífitas obtenidas a partir de la superficie 
macroalgal y la segunda encaminada al estudio de la fracción no cultivable de esta 
comunidad bacteriana a través de la extracción de ADN metagenómico y su posterior 
secuenciación mediante la plataforma Illumina. 
 Metodología 2.2
La metodología descrita a continuación se divide en dos secciones, en la primera se 
detalla el procedimiento para el aislamiento e identificación de bacterias epífitas aisladas 
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de la superficie de macroalgas de la especie U. lactuca. La segunda sección se refiere al 
estudio del componente no cultivable de bacterias epífitas mediante una aproximación 
metagenómica, basada en el análisis del gen ARNr 16S. 
2.2.1 Toma de muestras de macroalgas de la especie U. lactuca   
Las macroalgas se colectaron en la localidad conocida como La Punta de la Loma 
(11°07'00.9"N 74°14'01.3"W), ubicada en la ciudad de Santa Marta- Caribe Colombiano 
(Figura 2-1), caracterizada por presentar una plataforma rocosa que favorece el 
establecimiento de una diversa comunidad macroalgal, dentro de la cual la especie U. 
lactuca es de las más dominantes, durante las dos épocas climáticas que marcan la 
región de Santa Marta, considerando que en la época lluviosa (agosto a noviembre) se 
presenta mayor diversidad macroalgal, en comparación con la época seca (diciembre a 
abril) en la cual la abundancia y diversidad de macroalgas ocurren en menor proporción 
(Díaz & Díaz 2003, García & Díaz 2006). 
  
La microbiota asociada a los especímenes macroalgales utilizada en este estudio, 
correspondió a muestras almacenadas en el Banco de Cepas y Genes del Instituto de 
Biotecnología de la Universidad Nacional (colección 90 del Registro Nacional de 
Colecciones), colectadas en el año 2014. También se usaron muestras de los años 2015 
y 2016, provenientes de colectas realizadas en los meses de febrero y agosto, 
respectivamente, bajo el Permiso Marco de Recolección (Resolución 0255 del 12 de 
Marzo de 2014).  
 
Para la colecta de macroalgas, se usaron pinzas estériles con el propósito de desprender 
los especímenes del sustrato. Las macroalgas una vez removidas, fueron lavadas con 
agua de mar, con el fin de limpiar su superficie de organismos macroscópicos adheridos. 
Luego de ser lavadas, éstas fueron almacenadas en bolsas de plásticos estériles, para 
ser transportadas en condiciones de refrigeración al laboratorio. Las macroalgas 
destinadas para la extracción de ADN, fueron congeladas a -80°C hasta su 
procesamiento, mientras que los especímenes utilizados para el aislamiento de bacterias 
epífitas fueron procesados inmediatamente después de su llegada al laboratorio. 
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Figura 2-1: Área de estudio. Se muestra el litoral rocoso de “La Punta de la Loma” en el 




2.2.2 Aislamiento e identificación de bacterias epífitas 
cultivables, obtenidas a partir de macroalgas de la especie 
U. lactuca   
Para el aislamiento de bacterias de la superficie de U. lactuca, se utilizaron metodologías 
implementadas en estudios previos realizados con bacterias epífitas. De esta manera y 
con el fin de desprender las bacterias de la superficie macroalgal, talos (equivalentes a 1 
gramo (g) de peso macroalgal) fueron colocados bajo condiciones asépticas en 
recipientes con agua de mar estéril y puestos en agitación constante a 200 revoluciones 
por minuto (rpm) durante 20 minutos, posteriormente una fracción de líquido obtenido, 
luego del proceso de agitación (aproximadamente 100 microlitros (µl)), fue dispuesta 
sobre placas de petri con agar marino. Por otro lado, se realizaron siembras directas, 
mediante el raspado de la superficie macroalgal con ayuda de hisopos estériles y el 
cultivo de talos macroalgales directamente sobre agar marino. En todos los casos, los 
cultivos fueron incubados a 25°C hasta observar crecimiento (Egan et al. 2001). 
  
Las bacterias obtenidas fueron aisladas y criopreservadas para ser depositadas en el 
Banco de Cepas y Genes del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de 
Colombia, del mismo modo tres de las cepas aisladas fueron depositadas en la Colección 
Internacional de Microorganismos de la Pontificia Universidad Javeriana.  
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Con el fin de realizar la identificación de los aislamientos obtenidos, se llevó a cabo la 
extracción de ADN de algunas de las cepas utilizando el kit Zymo Research ZR 
Fungal/Bacterial DNA MiniPrep, así como la metodología de extracción con fenol 
previamente estandarizada por Kim y colaboradores (2007) (anexo B1). Posteriormente, 
el ADN extraído se verificó a través de electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. 
Adicionalmente se realizó la cuantificación de la concentración del ADN obtenido 
mediante el equipo Nanodrop 2000, resultados que fueron corroborados a través de la 
cuantificación por fluorometría (Qubit®) 
 
A partir del ADN obtenido proveniente de bacterias epífitas, se realizó la amplificación del 
gen ARNr 16S, utilizando los primers 27F y 1492R (Lane 1991), de acuerdo a la 
condiciones descritas en estudios previos (desnaturalización inicial a 94 °C durante 3 
minutos, seguida por 30 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, un anillamiento a 50 °C 
durante 1.5 minutos, una elongación a 72 °C durante 3 minutos y una extensión final de 
seis minutos a 72 °C) (Burke et al. 2010). Los amplímeros obtenidos fueron purificados 
con ayuda del kit de purificación de Zymo Research y enviados a secuenciar mediante la 
metodología de Sanger en el Instituto de Genética de la Universidad Nacional de 
Colombia.  
 
Para cada secuencia se realizó una edición manual para eliminar bases de baja calidad, 
esto se hizo con ayuda del software Sequence Scanner Versión 1.0 de Applied 
Biosystems, posteriormente se utilizó el programa BLAST (National Center of 
Biotechnology Institute) con el fin de comparar las secuencias obtenidas con la base de 
datos GenBank y establecer la asignación taxonómica de la cepas de interés, la cual fue 
corroborada utilizando el programa EzTaxon (Chun et al. 2007). Adicionalmente se llevó 
a cabo un alineamiento de secuencias múltiple utilizando Clustal_W. La relación evolutiva 
de todas las cepas se infirió utilizando el método de distancia-p, seguido de un test 
bootstrap en 1000 réplicas para cada cluster, finalmente un árbol filogenético fue 
construido en el programa MEGA 5.0 disponible en http://www.megasoftware.net/. 
 
Las secuencias obtenidas en este estudio fueron depositadas en la base de datos del 
GenBank bajo los números de acceso KY421550-KY421591 y MF000975-MF000984, 
respectivamente, estas fueron liberadas en mayo de 2017. 
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2.2.3 Descripción de la comunidad no cultivable de bacterias 
epífitas de U. lactuca mediante análisis del gen ARNr 16S 
2.2.3.1  Extracción del ADN total de bacterias epífitas 
Con el fin de obtener ADN de bacterias epífitas se utilizó el kit ZR Soil Microbe DNA™. 
Para cada extracción, se pesaron entre 0.8 y 1.0 gramos de talo macroalgal por 
triplicado. La muestra del alga fue depositada en tubos con perlas junto con la solución 
de lisis, con el propósito de desprender las bacterias adheridas a las superficies 
macroalgales, los tubos fueron expuestos durante 1.5 minutos (mins) a un aparato 
disruptor Bead-Beater. Luego, las muestras se dejaron 5 mins en hielo y a continuación, 
se sometieron al Bead-Beater por otros 1.5 mins. A partir de este paso, se siguió el 
protocolo sugerido por el kit.  
 
El ADN extraído se verificó a través de electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %, los 
geles fueron revelados y digitalizados por medio del transiluminador UV Molecular 
Imager® Gel Doc™ XR System 2000. Adicionalmente se determinó la concentración de 
ADN mediante el equipo Nanodrop 2000, resultados que fueron corroborados a través de 
la cuantificación por fluorometría (Qubit®). El ADN extraído fue almacenado a – 20 ºC y 
hace parte del stock de ADN total de bacterias epífitas de U. lactuca.  
2.2.3.2  Caracterización de la comunidad bacteriana basada en la diversidad del 
gen ARNr 16S 
El ADN total de los diferentes muestreos fue enviado a secuenciar en simultáneo a la 
empresa Macrogen utilizando la plataforma de secuenciación Illumina Mi-seq (300 pares 
de bases, estrategia de secuenciación de finales pareados), para este proceso se 
utilizaron primers que cubren la región V3 a V4 del gen ARNr 16S. El criterio de selección 
de estas regiones se basó en que presentan una mayor divergencia, adicionalmente, las 
bases de datos especializadas almacenan un mayor número de secuencias parciales 
correspondientes a estas regiones, por lo que proveen una mayor resolución filogenética, 
factor que resulta fundamental para los análisis posteriores (Kim et al. 2011). 
 
Las secuencias obtenidas fueron almacenadas y procesadas de acuerdo con los 
parámetros descritos a continuación: los análisis de diversidad fueron realizados 
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utilizando el programa QIIME 1.9.1. (Quantitative Insigths Into Microbial Ecology) 
(Caporaso et al. 2010). Las secuencias crudas fueron filtradas con el fin de remover 
aquellas con un score de calidad menor a 25. Por otro lado, las secuencias quiméricas 
fueron identificadas y removidas del set de datos a través del método Usearch61, de 
manera que las secuencias de mayor calidad fueron agrupadas en Unidades 
Taxonómicas Operativas (OTUs), utilizando el módulo UCLUST de QIIME y un umbral de 
identidad de 0.97. Las secuencias representativas de cada OTU fueron seleccionadas 
utilizando el método “del más abundante”, posteriormente se llevó a cabo el alineamiento 
de estas secuencias utilizando la herramienta Pynast (Caporaso et al. 2010). La base de 
datos silva (liberada en septiembre de 2016) fue utilizada para la asignación taxonómica 
de los OTUs, con ayuda de la plataforma Ribosomal Data Project (Cole et al. 2014). Así 
mismo, aquellas secuencias que fueron asignadas a cloroplastos y mitocondrias, fueron 
excluidas de la tabla de OTUs. Las secuencias centroides correspondientes a los treinta 
OTUs más abundantes, fueron depositadas en la base de datos del GenBank, bajo los 
números de acceso MF102048 a MF102078, respectivamente, y se liberaron en julio de 
2017. 
 
También se construyó un diagrama de Venn través de la herramienta disponible en línea: 
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html. Las figuras, los índices de diversidad, 
así como los análisis de escalamiento multidimensional (MDS por sus siglas en inglés) y 
UniFrac, se realizaron por medio de la librería Phyloseq en R (Mcmurdie & Holmes 2013). 
Finalmente, se llevó a cabo un análisis estadístico no paramétrico con el fin de 
determinar diferencias significativas entre la composición de bacterias epífitas en las 
muestras obtenidas (comparadas a nivel de muestreo y de año), para lo cual se utilizaron 
los test de Análisis de Similitud ADONIS y ANOSIM a partir de una matriz de distancia 
UniFrac. El test ADONIS, calcula un valor R2 que representa el porcentaje de variación 
que es explicado por una categoría determinada (en este caso muestreo o año), así 
como un valor p que establece la significancia estadística del test; por su parte el test 
ANOSIM, determina diferencias significativas comparando las distancias entre grupos y 
dentro de los grupos. Para ambas pruebas estadísticas, el número de permutaciones 
establecido correspondió a 999.  
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 Resultados 2.3
En esta sección se presentan en primer lugar, los resultados obtenidos a partir del 
aislamiento e identificación de bacterias epífitas aisladas de la superficie de macroalgas 
de la especie U. lactuca. En segundo lugar, se muestran los hallazgos encontrados a 
partir del estudio del componente no cultivable de bacterias epífitas, utilizando una 
aproximación metagenómica, basada en el análisis del gen ARNr 16S. 
2.3.1 Aislamiento e identificación de bacterias epífitas 
cultivables, obtenidas a partir de macroalgas de la especie 
U. lactuca 
Se aislaron un total de 273 bacterias provenientes de la superficie de macroalgas de la 
especie U. lactuca, presentes en el litoral rocoso “La Punta de la Loma” (Santa Marta- 
Caribe Colombiano), las cuales fueron evaluadas en cuanto a la presencia de actividad 
enzimática (lipolítica, celulolítica, amilolítica o agarolítica), además de la producción de 
sideróforos, tanto la metodología como los resultados de este tamizaje, se describen en 
el capítulo 3 de este documento.  
 
Del total de aislamientos, 52 bacterias fueron identificadas mediante análisis del gen 
ARNr 16S, esta selección se realizó con base en la presencia las actividades biológicas 
de interés para este estudio (ver capítulo 3). Es así como las secuencias obtenidas, 
fueron sometidas a una búsqueda mediante la herramienta BLAST, en la base de datos 
del GenBank, así como en la base de datos EzTaxon.  
 
Los aislamientos, fueron identificados a nivel taxonómico de género y especie, con base 
en los valores de similitud de secuencias (Tabla 2-1). Así mismo, de acuerdo a este 
parámetro y al agrupamiento filogenético, las bacterias identificadas fueron asignadas a 
grupos taxonómicos, tal y como se ilustra en el árbol filogenético construido (Figura 2-2). 
Entre las 52 cepas bacterianas identificadas (Tabla 2-1), los grupos Proteobacteria y 
Firmicutes, fueron los más representativos, de manera que los aislamientos relacionados 
con el Filum Firmicutes están afiliados al género Bacillus (cinco aislamientos). Para el 
caso de las Proteobacterias, la gran mayoría de las cepas fueron asignadas al género 
Vibrio, mientras que una perteneció al género Pseudomonas sp.  
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Tabla 2-1: Identificación taxonómica de los aislamientos seleccionados basada en el 
análisis del gen ARNr 16S.  
 





7_37, 10_46, 1_4, 
6_28, 7_32 
Vibrio antiquarius 5 
97.64, 97.83, 97.74, 
99.36, 99 
1_2, 2_9, 2_10, 6A, 
10_48, 10_44b, 8_40, 
7_34, 9_42, 5_23, 
8_38, 8_58, 10_47, 
3_12, 3_14, 10_45, 
3_15, 3_11, 5_24 
Vibrio neocaledonicus 19 
100, 100, 100, 100, 98, 
98, 99.07, 98.45, 97, 
100, 100, 100, 100, 100, 
99.68, 100, 97, 98, 99.86 
4_19b, 5_22, 7, 6_30 Vibrio harveyi 4 100, 99.23,97, 99.62 





99.87, 99.7, 100, 100, 
99.81 
7_33, 4_20, 6_29, 
4_17 
Vibrio alginolyticus 4 100, 99.86, 99.76, 98.25 
2_7 Vibrio natriegens 1 100 
154 Vibrio nereis 1 99.57 
8 Vibrio fortis 1 97.77 
22 Vibrio tubiashii 1 99.84 
10_50 Vibrio hyugaensis 1 98 
8_38b Vibrio diabolicus 1 100 
3_13 Vibrio owensii 1 99.55 
5_25 Vibrio diabolicus 1 100 
7_36 Vibrio parahaemolyticus 1 99.84 
86 Pseudomonas sp. 1 97 
101, 71, 151 Bacillus megaterium 3 100, 99.74, 100 
167 Bacillus sp. 1 97 
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Figura 2-2: Árbol filogenético de los aislamientos construido a partir de las secuencias 
del gen ARNr 16S. La historia evolutiva se infirió utilizando el método del vecino más 
cercano. La prueba Bootstrap se realizó sobre los clusters en 1000 repeticiones. Las 
distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de distancia p. Los valores de 
Bootstrap se muestran como porcentajes en sus ramas relativas. 
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2.3.2 Descripción de la comunidad no cultivable de bacterias 
epífitas de U. lactuca mediante análisis del gen ARNr 16S  
2.3.2.1 Extracción del ADN total de bacterias epífitas 
Utilizando entre 0.8 y 0.9 gramos de talo macroalgal, se extrajo ADN total proveniente de 
bacterias epífitas de la superficie de U. lactuca (figura 2-3). La concentración del ADN 
obtenido varió entre 25 ± 0.27 y 40 ± 0.23 ng/µl, mientras que la pureza estuvo entre 1.6 
± 0.09 y 1.8 ± 0.05. 
 
Figura 2-3: ADN total de bacterias epífitas de U. lactuca. Corrido electroforético en gel de 
agarosa al 0.8 %. Los pozos 1, 2, 3, 4 y 5 corresponden a ADN total, el pozo M 




2.3.2.2 Caracterización de la comunidad bacteriana basada en la 
diversidad del gen ARNr 16S 
El set de datos para este estudio, estuvo constituido por catorce millones de secuencias 
(luego del control de calidad y de la eliminación de quimeras y secuencias de 
cloroplastos), a partir de las cuales se identificaron un total de 10634 OTUs. El porcentaje 
de secuencias clasificadas a nivel de Filum, Orden y Familia para cada uno de los 
muestreos realizados, se observa en las figuras 2-4, 2-5 y 2-6, respectivamente.  
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De acuerdo al porcentaje promedio de las secuencias clasificadas a nivel de Filum, los 
principales grupos de bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. lactuca  
presentes en el litoral rocoso de la Punta de la Loma corresponden a Protebacteria (44%) 
(principalmente Alphaproteobacteria (66%) y Gammaproteobacteria (26%)), 
Bacteroidetes (31%), Cianobacteria (7.4%), Deinococcus-Thermus (4%), Actinobacteria 
(3.5%), Firmicutes (1.38%) y Cloroflexi (0.85%). 
  
A nivel de orden se destacan Flavobacteriales (18%), Rodhobacterales (12%), 
Sphingobacteriales (11%), Caulobacterales (10%), Chromatiales (5%), Deinococcales 
(4%), Sphingomonadales (2.5%), Cytophagales (2.5%) y Parvularculales (2.2%). En 
cuanto a familias, las más representativas corresponden a Flavobacteriaceae (17%), 
Saprospiraceae (10%) y Flammeovirgaceae (2.5%) (del Filum Bacteroidetes), 
Rhodobacteraceae (11.5%), Hyphomonadaceae (10%), Parvularculaceae (2.3%) y 
Erythrobacteraceae (2.2%) (del grupo de las Alfaproteobacterias), Granulosicoccaceae 
(5%) (del Filum Gammaproteobacteria) y Trueperaceae (4%) (perteneciente al Filum 
Deinococcus-Thermus).  
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Figura 2-5: Principales Ordenes de bacterias epífitas asociadas a macroalgas de la 




Finalmente, se identificaron alrededor de 180 géneros dentro de los que se destacan 
Algitalea (5%) (Bacteroidetes), Granolusicoccus (5%) (Gammaproteobacteria), 
Aquimarina (4.6%) (Bacteroidetes), Litorimonas (4.1%) y Hellea (3.4%) (del grupo de las 
alfaproteobacterias), Rubidimonas (2.1%) (Bacteroidetes), Propionibacterium (1.12%) 
(Actinobacteria), Tropicimonas (0.9%) (Alfaproteobacteria) y Truepera (4%) 
(Deinococcus), como los más representativos. Por su parte, el 42 % de las secuencias 
asignadas grupo de las Proteobacterias y el 26 % de las correspondientes a 
Bacteroidetes, aparecen identificadas como no cultivables.    
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Figura 2-6: Principales Familias de bacterias epífitas asociadas a macroalgas de la 
especie U. lactuca. 
 
 
En lo que tiene que ver con la diversidad alfa para los diferentes muestreos realizados, 
los valores del índice Chao, muestran que la mayor y menor diversidad se registró en los 
años 2015 (Chao=7609) y 2014 (Chao=5893), respectivamente. Este índice es 
comúnmente usado como un estimador de riqueza de especies, ya que establece el 
número total de especies presentes en una comunidad con base en el número de OTUs 
encontrados en una muestra. Por su parte los índices de Shannon y Simpson son 
ampliamente utilizados para determinar la diversidad de la comunidad ya que toman en 
cuenta tanto la riqueza de especies como la abundancia, en este caso la diversidad de 
acuerdo al índice de Shannon fue mayor para el año 2015 (segundo muestreo), mientras 
que los demás muestreos presentan diversidades similares (ver anexo A1). 
Adicionalmente, los valores cercanos a 1 en el índice de Simpson indican una mayor 
probabilidad de que exista dominancia de ciertas especies, lo que se reafirma por el 
comportamiento de la curva de abundancia, que muestra una baja uniformidad en los 
diferentes muestreos realizados (figura 2-7).  
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Al comparar la diversidad alfa medida por los índices ecológicos utilizados en este 
estudio (anexo A1), no se encontraron diferencias significativas con respecto al año y 
mes de muestreo (p>0.05). 
 
Figura 2-7: Curva del rango de abundancia para cada muestreo. Los códigos 
corresponden a: 2014, 2015 y 2016: años de muestreo, S1 y S2: primer y segundo 
muestreo, respectivamente, R: réplica.  
  
 
En cuanto a los análisis de rarefacción, las curvas basadas en el número de OTUs en 
función de las secuencias por muestra (figura 2-8), indican una disminución en la 
pendiente y se aproximan a una asíntota, lo cual es un indicio de que los muestreos 
cubren en gran medida la diversidad de bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. 
lactuca, presentes en el litoral rocoso de la Punta de la Loma (Santa Marta, Caribe- 
Colombiano).  
 
Figura 2-8: Curva de rarefacción para todos los muestreos realizados. Los códigos 
corresponden a: 2014, 2015 y 2016: años de muestreo, S1 y S2: primer y segundo 
muestreo, respectivamente, R: réplica.   
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Los análisis de diversidad entre muestras (diversidad beta) reflejan que las poblaciones 
están separadas en dos clusters, uno que reúne los muestreos realizados en los años 
2014, 2015 y 2016 (primer muestreo) y otro que comprende el segundo muestreo 
realizado en el año 2016, este agrupamiento se basa en el análisis de componentes 
principales en el cual se observa que el eje x representa en un mayor porcentaje el 
comportamiento de las muestras (figura 2-9), dicha discriminación de grupos esta 
soportada por los test ANOSIN y ADONIS, utilizando distancias Unifrac. Ambos test 
estadísticos mostraron diferencias significativas en cuanto al factor “año de muestreo” 
(ADONIS, p= 0.033 y ANOSIM, p=0.013) con una baja disimilaridad entre grupos (R= 
0.3356). Por otra parte, considerando el factor “mes de muestreo”, no se encontraron 
diferencias significativas entre los muestreos realizados (ADONIS, p= 0.13 y ANOSIM, 
p=0.075). 
 
Figura 2-9: Gráfica del MDS que representa el análisis de distancia métrica Unifrac 
(cuantitativo) para los muestreos realizados entre 2014 y 2016. Los códigos de las 
muestras corresponden a: 2014_S1, 2014_S1R: primer muestreo del año 2014 y su 
réplica (R), 2014_S2, 2014_S2R: segundo muestreo del año 2014 y su réplica (R), 
2015_S1, 2015_S1R: primer muestreo del año 2015 y su réplica, 2015_S2, 2015_S2R: 
segundo muestreo del año 2015 y su réplica, 2016_S1, 2016_S1R: primer muestreo del 
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El cluster correspondiente al segundo muestreo del año 2016, sugiere diferencias 
respecto a los años 2014 y 2015, que pueden explicarse debido a que para el 2016 se 
registró una mayor abundancia relativa de OTUs asignados a las familias 
Rhodobacteraceae (16.7%) (orden Rhodobacterales) e Hyphomonadaceae (13.4%) 
(orden Caulobacterales), además de una disminución en el número de secuencias 
asignadas a la familia Flavobacteriaceae (5.5%) (orden Flavobacterales), en comparación 
con los demás muestreos (figura 2-10). Estas diferencias también pueden deberse a la 
presencia de familias como Vibrionaceae (orden Vibrionales), Shewanellaceae (orden 
Alteromonadales), Desulfobulbaceae (Desulfobacterales) y Oceanospirillaceae (orden 
Oceanospirillales), las cuales únicamente fueron registradas para el año en mención 
(figura 2-11). 
 
Figura 2-10: Porcentaje de abundancia relativa para familias Rhodobacteriaceae, 




El diagrama de Venn construido a partir de la tabla de OTUs y que agrupa los muestreos 
de un mismo año (figura 2-11), muestra que el mayor número de OTUs compartidos se 
presentó entre los años 2014 y 2015 (1811, 17%), mientras que el menor número, se 
registró entre 2014 y 2016 (289, 2.7%).  
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Por su parte el año 2015 se caracterizó por registrar el mayor número de OTUs 
exclusivos (638, 6%) representados principalmente por los órdenes Flavobacteriales 
(14.56%), Spingobacteriales (6.86%), Verrucomicrobiales (6.03%) y Cytophagales 
(2.4%), le sigue el año 2016 con 472 OTUs exclusivos (4.4%) pertenecientes a los 
órdenes Vibrionales (17.7%), Alteromonadales (11.81%), Sphingobacteriales (8.5%), 
Desulfobacterales (5.08%) y Oceanospirillales (4.30%). El año 2014, por su parte se 
caracterizó por mostrar la menor variedad de OTUs específicos dentro de esta porción de 
la comunidad bacteriana (85, 0.8%), los cuales fueron asignados a los órdenes 
Campylobacterales (10.76%), Cytophagales (5.58%), Rickettsiales (4.57%), 
Cellvibrionales (4.10%) y Bdellovibrionales (3.43%), además de un porcentaje de 
secuencias no asignadas (15.75%).    
 
Figura 2-11: Diagrama de Venn que representa los OTUs comunes entre los diferentes 
años de muestreo (2014-2016). Los OTUs únicos para cada año, clasificados a nivel de 
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Los OTUs compartidos entre todos los muestreos realizados en el litoral rocoso de la 
Punta de la Loma (5638 OTUs, 53%), están representados por los órdenes  
Flavobacterales (17.67%), Rhodobacterales (12.47%), Caulobacterales (10.20%), 
Chromatiales (5.34%) y Deinococcales (4.22%) (figura 2-11). 
 Discusión  2.4
Las macroalgas están restringidas a la zona fótica, en la cual las condiciones de 
crecimiento para muchos organismos epífitos son óptimas. Es así como, procesos vitales 
toman lugar en la interface algal, tal es el caso de mecanismos de exudación y toma de 
nutrientes, gases, aleloquímicos y absorción de luz (Lachnit et al. 2011). Por todos estos 
procesos se considera que las macroalgas juegan un papel crítico en la estructura y 
biodiversidad de las comunidades de bacterias epífitas marinas (Burke et al. 2011). 
 
Particularmente U. lactuca¸ al ser una de especias más representativas en la región de 
Santa Marta y en el Caribe Colombiano y albergar un diverso grupo de bacterias epífitas 
en su superficie, se constituye como un excelente modelo de investigación. Este estudio, 
es la primera descripción de la comunidad de bacterias epífitas de macroalgas de la 
especie U. lactuca presentes en el litoral rocoso de la Punta de la Loma (Santa Marta- 
Caribe Colombiano) a partir de dos enfoques, uno relacionado con el aislamiento e 
identificación de bacterias cultivables aisladas de la superficie de U. lactuca y el otro con 
el análisis de la fracción no cultivable mediante el uso de herramientas metagenómicas. 
2.4.1 Aislamiento e identificación de bacterias epífitas 
cultivables, obtenidas a partir de macroalgas de la especie 
U. lactuca   
El estudio de la comunidad de bacterias cultivables asociadas a macroalgas de la 
especie U. lactuca evidenció la prevalencia del género Vibrio en los aislamientos que 
fueron identificados (88% de los cepas aisladas). La abundancia de este género en el 
mar oscila entre 103 y 104 células por mililitro, así mismo estudios realizados en 
macroalgas, plantas marinas, mejillones, tunicados y esponjas encontraron que bacterias 
del género Vibrio sp. (tales como V. natriegens, V. splendidus, V. proteoliticus, V. 
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pectinicida y V.nereis) son de las epífitas más comunes dentro de la fracción cultivable 
aislada a partir de estos hospederos vivos (Takemura et al. 2014). 
 
La importancia de Vibrio como microorganismo epífito, se explica entre muchos factores, 
por su capacidad para metabolizar polisacáridos algales tales como alginato, manano, 
celulosa, pectina y laminarina (Duan et al. 1995). Otras actividades biológicas 
identificadas en microorganismos de este género y que facilitan su simbiosis con el 
hospedero macroalgal, son el antagonismo directo hacia potenciales competidores en la 
superficie macroalgal (Dobretsov & Qian 2002; Kanagasabhapathy et al. 2008), efectos 
en el desarrollo morfogénico de macroalgas tales como U. pertusa (Nakanishi et al. 1996; 
Singh et at. 2011), además de su participación en los procesos relacionados con la 
germinación de esporas en algunas especies del género Ulva (Patel et al. 2003; Tait et 
al. 2005).  
 
Por otra parte, bacterias de los géneros Pseudoalteromonas, Alteromonas, 
Flavobacterium, Pseudomonas, Zobellia y Bacillus, se caracterizan por su capacidad 
para degradar la pared macroalgal, por ser productoras de compuestos con actividad 
antimicrobiana, antifouling, así como de inhibidores de quorum sensing, razón por la que 
se constituyen como exitosos colonizadores de las superficies macroalgales (Hollants et 
al. 2013). De los géneros mencionados, Pseudomonas y Bacillus, fueron identificados 
dentro de la fracción cultivable de bacterias epífitas aisladas en este estudio.  
 
Si bien la información generada con esta aproximación dependiente de cultivo genera 
nueva información en lo que tienen que ver con el estudio de bacterias epífitas de U. 
lactuca; es importante considerar que este tipo de metodologías resulta insuficiente para 
explicar la diversidad bacteriana, teniendo en cuenta que solo el 1% de todas las 
bacterias conocidas son cultivables, es por esto que aproximaciones independientes de 
cultivo complementan el conocimiento en relación a la composición de bacterias en una 
muestra determinada (Hollants et al. 2013).  
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2.4.2 Descripción de la comunidad no cultivable de bacterias 
epífitas de U. lactuca mediante análisis del gen ARNr 16S 
Los resultados obtenidos en este estudio evidencian una alta similitud en cuanto a la 
composición de bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. lactuca en los 
diferentes muestreos realizados, al considerar niveles taxonómicos superiores tales como 
filum y clase (figura 2-4), siendo Protebacteria (principalmente Alphaproteobacteria y 
Gammaproteobacteria), seguido por Bacteroidetes, Cyanobacteria, Deinococcus-
Thermus y Actinobacteria los fila más representativos. 
 
Patrones similares en cuanto a composición a nivel de Fila, se observan al comparar 
U.lactuca (Caribe-Colombiano) con macroalgas de otras zonas del mundo tales como 
Ulva intestinalis (Mar Báltico) (Lachnit et al. 2009; Lachnit et al. 2011) y Ulva australis 
(Australia) (Tujula et al. 2009; Longford et al. 2007 Burke et al. 2011).  
 
En términos generales, la prevalencia de la clase Alphaproteobacteria se explica por la 
diversidad de este grupo a nivel morfológico y metabólico y su marcada presencia en 
superficies macroalgales, puede deberse entre muchos factores a su capacidad para 
asimilar el compuesto Dimetilsulfopropionato (DMSP), producido por macroalgas del 
género Ulva sp. como mecanismo de protección cuando se presentan condiciones de 
estrés causadas por incrementos en la salinidad (Tujula et al. 2009). Los demás fila 
(Bacteroidetes, Cyanobacteria y Actinobacteria) se han encontrado comúnmente 
asociados a macroalgas y plantas marinas de distintos hábitats (Burke et al. 2011). 
 
Un hallazgo novedoso de este trabajo, lo constituye la identificación del filum 
Deinococcus-Thermus, presente en todos los muestreos realizados, representantes de 
este grupo han sido identificados mediante aproximaciones metagenómicas enfocadas al 
estudio del microbioma de esponjas de la especie Xetospongia muta (Lesser et al. 2016); 
así como en análisis realizados en lodos anaeróbicos (Shu et al. 2015). Particularmente 
en macroalgas, existe un registro de este grupo como parte de la microbiota epífita de 
algas rojas de la especie Gracilaria vermiculophylla (Lachnit et al. 2011). Sin embargo; 
para el caso particular del género Ulva, no se encontraron estudios que describan la 
presencia de este filum, como parte de la comunidad de bacterias epifitas asociada a 
estas macroalgas verdes. 
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A nivel de familias, las más representativas en este estudio correspondieron a 
Flavobacteriaceae, Rhodobacteraceae, Saprospiraceae, Hyphomonadaceae, 
Granulosicoccaceae, Trueperaceae, Parvularculaceae y Erythrobacteraceae. Al 
comparar con macroalgas de otras regiones, se observa similitud en algunas de las 
familias más abundantes (Flavobacteriaceae, Rhodobacteraceae, Saprospiraceae y 
Erythrobacteraceae) (Longford et al. 2007; Burke et al. 2011). Sin embargo; 
Sphingomonadaceae y Planctomycetaceae descritas como familias representativas en la 
comunidad de bacterias epífitas de U. australis y U. intestinalis, presentaron muy baja 
abundancia en macroalgas de la especie U. lactuca.  
 
Por su parte, las familias Hyphomonadaceae, Trueperaceae, Granulosicoccaceae y 
Parvularculaceae, importantes miembros de la comunidad de bacterias epífitas de U. 
lactuca, no están descritas en U. australis, particularmente la familia Hyphomonadaceae 
ha sido identificada dentro de las bacterias asociada a corales del género Porites, así 
como en diversos ambientes acuáticos (Nelson et al. 2013), mientras que Trueperaceae 
(del filum Deinococcus-Thermus) se caracteriza por su resistencia a la radiación extrema 
y a la desecación, siendo descrita como parte de la microbiota asociada a raíces de 
manglares de la especie Avicennia schaueriana presentes en Brasil (Ho et al. 2016; 
Gomes et al. 2014). La familia Granulosicoccaceae ha sido identificada en muestras de 
sedimentos colectados en lagos de la India, del mismo modo, una bacteria de la especie 
Granulosicoccus undariae perteneciente a esta familia, fue aislada de la superficie de 
algas pardas presentes en un reservorio ubicado en Korea del Sur (Park et al. 2014; 
Behera et al. 2017). En cuanto a la familia Parvularculaceae, esta se ha registrado en 
muestras de agua provenientes sitios destinados a la piscicultura, así como en zonas del 
mar afectadas por la descarga de aguas residuales (Unno et al. 2015; Tao et al. 2017). 
 
Otro resultado que llamo la atención fue la identificación de la familia Flammeovirgaceae 
solo en uno de los muestreos realizados (primer muestreo del año 2016) y representando 
casi el 18% de las secuencias que fueron asignadas taxonómicamente para esta 
muestra. Dicha familia, ha sido identificada en muestras de agua de mar provenientes del 
mar del Norte en China, en zonas con marcados incrementos en la temperatura, así 
como en muestras de sedimentos tomadas en el mar de Irlanda (Xia et al. 2015; O’Reilly 
et al. 2016). 
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Al comparar entre muestreos, se observó que la composición de la comunidad de 
bacterias epífitas para los años 2014 y 2015 fue similar, la excepción se presentó para el 
año 2016 (segundo muestreo), en el cual se registraron variaciones significativas 
causadas por el aumento en la abundancia de las familias Rhodobacteraceae, 
Hyphomonadaceae, además de una disminución en el número de secuencias asignadas 
a la familia Flavobacteriaceae (figura 2-10), en comparación con los datos obtenidos en 
los demás muestreos realizados y que pueden explicase entre muchos otros factores por 
variaciones climáticas que afectaron la región de Santa Marta durante el periodo de 
tiempo en el cual se realizó el presente estudio.  
 
Si bien no se encontraron diferencias significativas entre los muestreos realizados en las 
dos épocas climáticas (época seca y época lluviosa), es importante mencionar la 
ocurrencia del Fenómeno de El Niño 2015-2016 que afectó significativamente el 
departamento de Magdalena. De acuerdo con el Instituto de Hidrología, Meteorología y 
Estudios Ambientales (IDEAM), durante estos meses las lluvias se redujeron entre un 30 
y 40%, así mismo, en el 80% de las zonas con influencia de El Niño, la temperatura 
registró un incremento de cerca de 2.5 grados Celsius. 
 
Por otra parte y con el fin de identificar la presencia de una comunidad core de bacterias 
epífitas de U. lactuca, se realizaron comparaciones a nivel de género, considerando que 
menores diferencias a nivel de secuencia analizadas en el gen 16S rRNA pueden 
corresponder a mayores diferencias ecológicas, de manera que a una perspectiva de 
función y estabilidad de la comunidad, diferencias a nivel de género y especie pueden ser 
mucho más importantes que observaciones a nivel de fila sobrelapantes (Longford et al. 
2007).  
 
En este estudio, se observó que los OTUs más representativos identificados hasta el 
nivel taxonómico de género, estuvieron presentes en todos los muestreos realizados. 
Estos correspondieron a Algitalea, comúnmente asociado con la especie Ulva pertusa 
(Yoon et al. 2015), Litorimonas identificado en muestras de cultivos macroalgales de 
Gracilaria lemaneiformis (Xie et al. 2017), Aquimarina previamente asociado con algas 
rojas, Granolusicoccus y Tropicimonas epífitos de algas pardas (Kientz et al. 2013; Park 
et al. 2014; Dogs et al. 2017), Hellea identificado en muestras de agua de mar (Alain et 
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al. 2008), Rubidimonas asociado a hospederos vivos como crustáceos marinos (Yoon et 
al. 2012) y Truepera género que agrupa especies bacterianas resistentes a la radiación, 
que crecer en zonas con altas salinidades y elevadas temperaturas (Alburquerque et al. 
2005). 
 
Estudios como el de Tujula y colaboradores (2009) reportan diferencias en la 
composición de bacterias epífitas de más del 40%, al comparar entre individuos de U. 
australis, del mismo modo afirman que a pesar de estos niveles de variabilidad, la 
comunidad epifítica incluye una subpoblación de bacterias consistentemente asociada 
con U. australis. Adicionalmente otros estudios identificaron grupos bacterianos 
específicos (los cuales comprendieron entre el 7 y el 16% de las secuencias analizadas), 
pertenecientes a familias identificadas como importantes en la comunidad de bacterias 
epífitas de U. intestinalis (Lachnit et al. 2009; Lachnit et al. 2011). 
 
Por otra parte, Burke y colaboradores (2011), si bien registraron un alto grado de 
variabilidad entre librerías de U. australis comparadas a nivel de especie, no encontraron 
similitud con ninguna de las secuencias “core” reportadas previamente (Tujula et al. 
2009), es por esto que los autores argumentan que no parece existir una comunidad core 
de especies bacterianas que colonicen la superficie de U. australis de manera 
permanente. Para explicar la ausencia de dicha comunidad, se basan en la hipótesis de 
la lotería, la cual establece que en un gremio de bacterias que poseen las habilidades 
metabólicas requeridas para colonizar varios nichos sobre la superficie algal, cualquier 
especie del gremio que sea capaz de encontrar y ocupar la superficie primero, será 
entonces la que la colonice (Burke et al. 2011). 
 
Con los resultados obtenidos en este estudio, no es posible concluir la existencia de una 
comunidad core de bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. lactuca presentes 
en la región de Santa Marta (Caribe Colombiano) similar a la descrita en macroalgas del 
género Ulva localizadas en otras regiones del mundo (Tujula et al. 2009). Este hecho 
puede deberse además de las condiciones ambientales propias de cada zona, a factores 
como la profundidad de la secuenciación, la cual en este estudio es mucho mayor, 
comparada con técnicas como la electroforesis en gel con gradiente de desnaturalización 
(DGGE), empleada en algunos de los estudios previamente descritos (Tujula et al. 2009; 
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Lachnit et al. 2011). Pese a lo anterior, los resultados de este y los demás estudios, 
demuestran que la variabilidad de géneros bacterianos al parecer se constituye como un 
rasgo emergente de las comunidades microbianas asociadas a macroalgas del género 
Ulva distribuidas en distintas regiones del mundo, específicamente Alemania (Lachnit et 
al. 2011), Australia (Burke et al. 2011) y Colombia (presente estudio). 
 Conclusiones  2.5
 Este estudio describió la comunidad de bacterias epífitas de U. lactuca a partir de 
dos enfoques, uno relacionado con el aislamiento e identificación de bacterias 
cultivables aisladas de la superficie macroalgal y el otro con el análisis de la 
fracción no cultivable mediante el uso de herramientas metagenómicas. La 
primera aproximación estableció que el género Vibrio es de los constituyentes 
cultivables más abundantes en la superficie macroalgal, mientras que la segunda 
identificó a Protebacteria (principalmente Alphaproteobacteria y 
Gammaproteobacteria), seguido por Bacteroidetes, Cyanobacteria, Deinococcus-
Thermus y Actinobacteria, como los fila más representativos dentro de la 
comunidad de bacterias epífitas. 
 
 Los análisis de rarefacción demuestran que los muestreos realizados durante tres 
años representan la diversidad de grupos que componen la comunidad de 
bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. lactuca, presentes en el litoral 
rocoso de “la Punta de la Loma” (Santa Marta- Caribe Colombiano). 
 
 Se propone que los cambios generados por el fenómeno del niño (2015-2016) y 
que afectaron la región de Santa Marta, durante algunos de los muestreos 
realizados en este estudio, influyeron en las diferencias significativas encontradas 
a nivel de composición y abundancia de grupos bacterianos. 
 
 Finalmente no hay suficientes evidencias para afirmar que existe una comunidad 
core de bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. lactuca presentes en la 
región de Santa Marta (Caribe Colombiano), similar a la descrita para otras 
regiones del mundo. Lo anterior reafirma la hipótesis propuesta por Burke y 
colaboradores (2010) que establece que la función independientemente de la 
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clasificación taxonómica, determina la composición de grupos presentes en la 
superficie de macroalgas del género Ulva.
 
Capítulo 3. Evaluación de la actividad 
enzimática en la comunidad de bacterias 
epífitas de macroalgas de la especie U. 
lactuca  
Autores: Natalia Beatriz Comba González, Liliana López Kleine, Dolly Montoya Castaño 
Resumen 
Este capítulo describe el uso de dos estrategias que permitieron evaluar el potencial de 
bacterias epífitas cultivables y no cultivables en la producción de enzimas marinas. La 
primera de estas consistió en una aproximación en metagenómica funcional, que se basó 
en la obtención y tamizaje de una librería metagenómica construida con ADN de 
bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. lactuca, presentes en el litoral rocoso 
de La Punta de la Loma (Santa Marta, Colombia). La segunda estrategia tuvo como 
propósito evaluar la actividad enzimática y la producción de sideróforos, en cepas 
aisladas de la superficie de macroalgas de la especie U. lactuca, presentes el litoral 
rocoso de “La Punta de la Loma” (Santa Marta, Caribe Colombiano). 
 
El tamizaje de la librería metagenómica construida con ADN de bacterias no cultivables,  
permitió la obtención de 7 clones (2 con actividad amilolítica y 5 con actividad lipolítica), 
tras el proceso de subclonación. Por otro lado, el estudio del componente cultivable de 
bacterias epífitas, permitió el aislamiento de 273 bacterias de la superficie de macroalgas 
de la especie U. lactuca, de las cuales 152 (56% del total de cepas), presentaron 
actividad enzimática (amilolítica, celulolítica y/o lipolítica), en al menos uno de los 
sustratos evaluados, además de producir sideróforos.  
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Los resultados obtenidos a partir de estas dos aproximaciones, demuestran la diversidad 
enzimática presente en las superficies de macroalgas de la especie U. lactuca, lo que 
hace de estos sustratos vivos una nueva fuente de enzimas sintetizadas por bacterias 
epífitas, que debido a su origen marino, presentan potencial aplicación en distintos 
campos a nivel biotecnológico. 
 
Palabras clave: librería metagenómica, actividad enzimática, macroalgas, bacterias 
epífitas. 
 Introducción 3.1
El principal tipo de interacción existente entre macroalgas y bacterias epífitas es el 
intercambio de nutrientes, es así como, las macroalgas excretan una parte de los 
productos fotosintéticos en forma de carbono orgánico disuelto (DOC), el cual es 
asimilado por las bacterias epífitas que colonizan la superficie macroalgal (Kouzuma & 
Watanabe 2015). Otro tipo es la interacción vía vitaminas particulares, tal es el caso de 
bacterias marinas del género Halomonas aisladas de superficies de algas rojas, las 
cuales soportan el crecimiento de estas macroalgas y sintetizan vitamina B12, de manera 
que las bacterias pueden usar los productos de la fotosíntesis algal como fuente de 
carbono y retornarlo a la superficie en forma de vitamina B12 (Kazamia et al. 2012). 
 
Otros mecanismos describen el suministro de hierro por parte de las bacterias epífitas a 
las macroalgas a través de la síntesis de sideróforos (Kazamia et al. 2012); así como la 
presencia de enzimas asociadas a muchas de las vías clásicas de degradación de 
polisacáridos, proteínas, celulosa y compuestos aromáticos, además de genes 
implicados en el catabolismo de ácidos grasos, lo que sugiere una alta actividad 
hidrolítica por parte de bacterias asociadas a superficies algales (Molt et al. 2013). Esta 
potencialidad funcional de enzimas y compuestos bioactivos que exhiben propiedades 
particulares y que son sintetizados por bacterias marinas, ha sido revelada en gran parte 
a través de aproximaciones en metegenómica, las cuales proveen información en 
relación al pool genómico de microorganismos que son recuperados directamente de 
fuentes ambientales, además de encontrar en ellos únicos biocatalizadores con 
características de interés a nivel biotecnológico e industrial (Alma’abadi et al. 2015). 
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La metagenómica funcional implica el aislamiento de ADN de comunidades microbianas 
para el estudio de funciones codificadas por proteínas. Esto implica la construcción de 
una librería de clones, para lo cual el ADN es primero extraído de la muestra de interés, 
luego seleccionado por tamaño, reparado en sus extremos y ligado a un vector, para 
posteriormente promover su empaquetamiento mediante el fago lambda y la subsecuente 
transducción de Escherichia coli. Uno de los vectores más ampliamente usados para la 
construcción de librerías metagenómicas es el pCC1FOS, el cual presenta como 
principales características la resistencia a cloranfenicol, así como dos orígenes de 
replicación: el oriV del plásmido F que mantiene una sola copia y el oriV del plásmido 
RK2 (que promueve el incremento de 1 copia a 10-200 copias), el cual confiere la 
habilidad de replicación a diversos miembros del grupo de las Proteobacterias. Este 
origen de replicación depende del producto del gen trfA, presente en la cepa E. coli 
EPI300 (Epicentre Biotechnologies), que a su vez está bajo el control de un promotor 
inducible por L-arabinosa (Lam et al. 2015).  
 
Una vez construida la librería metagenómica se procede entonces al tamizaje de clones 
para determinadas funciones enzimáticas, en el cual la actividad de interés es evaluada 
en placas de agar enriquecidas con substratos específicos, de modo que cambios 
fenotípicos basados en color, halos de degradación, así como el uso de genes 
reporteros, entre otros métodos, son empleados en la identificación de la biocatálisis 
funcional de interés en los diversos estudios (Wilson & Piel 2013).   
 
Con esta aproximación en metagenómica funcional, ha sido posible la recuperación de 
genes completos o de clusters de genes, así como de nuevos tipos de enzimas a partir 
de muestras ambientales, lo que ha contribuido al enriquecimiento de bases de datos de 
ácidos nucleicos y proteínas debido a la adición de anotaciones funcionales (Alma’abadi 
et al. 2015; Lam et al. 2015); razón por la cual este método aún prevalece en los estudios 
relacionados con la identificación de enzimas relevantes industrialmente, tales como 
celulasas, lipasas y esterasas, entre otras (Wilson & Piel 2013). 
 
Sin embargo, es importante considerar que la formación exitosa de la proteína de interés, 
depende de factores como la longitud completa de los genes, el reconocimiento de 
señales de expresión por parte de la maquinaria del hospedero, además de mecanismos 
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tales como el uso de codones, el correcto plegamiento de proteínas, la presencia de 
chaperonas y de cofactores, así de como un sistema apropiado de secreción (Lämmle et 
al. 2007; Park et al. 2007; Angelov et al. 2009). Del mismo modo, algunos estudios 
proponen el uso de hospederos alternos a E. coli, dentro de los cuales se encuentran 
cepas de los géneros Bacillus, Pseudomonas o Thermus, como potenciales candidatos 
(Alma’abadi et al. 2015). 
 
Con base en la demanda de enzimas en la biocatálisis de una amplia variedad de 
aplicaciones en biotecnología, incluyendo procesos químicos, agroquímicos, papel, 
cosméticos, farmacéuticos, surfactantes, detergentes, polímeros y síntesis de 
biocombustibles, entre muchos otros (Alma’abadi et al. 2015). La metagenómica 
funcional, es una herramienta importante para la identificación de enzimas novedosas a 
partir de fuentes ambientales desconocidas (Wilson & Piel 2013). Del mismo modo, esta  
aproximación también genera información en cuanto a las propiedades y funciones 
ecológicas de los microorganismos objeto de investigación (Béjà 2004).  
 
Es por esto que, el objetivo descrito en este capítulo se enfoca en la construcción de una 
librería metagenómica a partir de ADN obtenido de bacterias epífitas de macroalgas de la 
especie U. lactuca presentes en el litoral rocoso de La Punta de la Loma (Santa Marta, 
Colombia), a partir de la cual se realizó el tamizaje para funciones enzimáticas de interés 
en el estudio (amilolítica, celulolítica y lipolítica). Adicionalmente, los resultados obtenidos 
se complementaron con la evaluación de las mismas actividades enzimáticas, junto con 
la producción de agarasas y sideróforos, en cepas aisladas de la superficie macroalgal 
de U. lactuca, a fin de contar con un panorama más completo acerca de la síntesis de 
enzimas por parte de la comunidad de bacterias epífitas asociada a la superficie de esta 
especie macroalgal, ampliamente distribuida en el Caribe Colombiano. 
 Metodología 3.2
La metodología descrita a continuación se divide en dos secciones, en la primera se 
detalla el procedimiento para la construcción de una librería metagenómica a partir de 
ADN de bacterias epífitas no cultivables. La segunda sección se refiere a la evaluación 
de la actividad enzimática y de la producción de sideróforos en cepas cultivables aisladas 
de la superficie de macroalgas de la especie U.lactuca.  
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3.2.1 Construcción de una librería metagenómica a partir de ADN 
de bacterias epífitas 
3.2.1.1  Extracción de ADN proveniente de bacterias epífitas no cultivables 
asociadas a macroalgas de la especie U. lactuca 
La obtención de ADN de bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. lactuca 
requerido para la construcción de la librería metagenómica, se realizó con base en el 
protocolo establecido por Burke y colaboradores (2009), con algunas modificaciones. De 
esta manera, una vez realizada la colecta, transporte y limpieza de los talos 
macroalgales, un cantidad correspondiente a 20 gramos de biomasa macroalgal, fue 
colocada en 100 mililitros de agua de mar artificial libre de calcio y magnesio compuesta 
por: NaCl (0.45 M), KCl (10 mM), Na2SO4 (7 mM), NaHCO3 (0.5 mM), suplementada con 
ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) y diluciones 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000 de 
limpiador multienzimático (3 M®, Australia), el cual fue suministrado por el Profesor 
Torsten Thomas, de la Universidad de Nueva Gales del Sur (Sydney-Australia). 
 
Las muestras fueron incubadas por 2 horas a temperatura ambiente y en agitación 
constante a 80 revoluciones por minuto (rpm), para luego ser sometidas a vórtex por 2 
minutos. Posteriormente, el material macroalgal fue removido y almacenado para su 
observación mediante microscopia de epifluorescencia. El líquido remanente fue 
centrifugado en tubos de polipropileno de 50 mililitros a 300 gravedades (g) durante 15 
minutos, esto con el fin de remover el material macroalgal aún presente en la muestras. 
Posteriormente, el sobrenadante fue transferido a tubos nuevos, con el fin de realizar la 
extracción de ADN mediante la adición de un volumen de fenol: cloroformo: alcohol 
isoamílico (25:24:1), seguidamente los tubos fueron mezclados por inversión y 
centrifugados a 10000 g por 10 minutos, de modo que la fase acuosa resultante fue 
removida y transferida nuevos tubos para los pasos siguientes de extracción.  
 
Esta metodología (Burke et al. 2009) fue complementada con un paso de limpieza 
realizado con el kit de extracción en gel (GeneJET- Thermo Fisher Scientific®), que tuvo 
como propósito obtener ADN libre de posibles contaminantes que interfirieran con la 
amplificación por PCR y construcción de la librería (ver anexo B2). El procedimiento se 
basó en añadir un volumen del binding buffer a la fase acuosa obtenida en el paso 
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anterior, para luego incubar la muestra a 60°C por 10 minutos. Seguidamente, se 
transfirieron 800 μl de esta mezcla a la columna de purificación del kit ensamblada en un 
tubo de colecta, se centrifugó a 14000 rpm y se descartó el líquido resultante en el tubo 
de colecta; este paso se repitió hasta completar la totalidad de la mezcla. Posteriormente, 
se realizaron dos pasos de lavado a la columna de purificación, los cuales se llevaron a 
cabo con 700 μl de buffer de lavado diluido en etanol, seguido a esto la columna fue 
centrifugada sin líquido con el fin de remover residuos de etanol. Finalmente, la columna 
fue transferida a un tubo de 1.5 ml para realizar la elución de ADN, añadiendo 50 μl de 
buffer de elución precalentado a 65°C en el centro de la columna, la cual fue incubada 
por 15 minutos a temperatura ambiente, previo al paso de centrifugación.    
 
La calidad del ADN obtenido, fue analizada mediante electroforesis en geles de agarosa 
al 0.6% corridas en buffer TBE 1X a 60 Voltios durante 1 hora y media. Todos los geles 
fueron teñidos con SYBR Safe (Thermo Fisher Scientific®) y visualizados por medio del 
transiluminador UV Molecular Imager® Gel Doc™ XR System 2000. Adicionalmente se 
determinó la concentración de ADN mediante cuantificación por fluorometría (Qubit®). El 
ADN extraído fue almacenado a –20 ºC hasta su uso en los procedimientos de 
amplificación por PCR y construcción de la librería metagenómica. 
3.2.1.2 Análisis microscópico de los talos macroalgales, tras el tratamiento con 
limpiador multienzimático 
Con el fin de evaluar la remoción de bacterias epífitas de la superficie macroalgal, tras el 
tratamiento con el limpiador multienzimático (3 M®, Australia), un total de 20 segmentos 
de talos macroalgales de U. lactuca de aproximadamente 3 centímetros (10 sin 
tratamiento y 10 de después del tratamiento), fueron teñidos con 4’,6-diamidino-2-
fenilindol, dihidrocloruro (DAPI) (Invitrogen®) y examinados bajo microscopía de 
epifluorescencia. Para lo cual se preparó una solución de trabajo del fluorocromo DAPI (5 
μg/ml), siguiendo las recomendaciones establecidas por el fabricante.  
 
Los talos macroalgales fueron equilibrados con buffer fosfato salino (PBS), seguido a 
esto se realizó la tinción con DAPI (1 μg/ml de concentración final), para la cual los talos 
fueron incubados con el fluorocromo durante 30 minutos, transcurrido este tiempo, el 
DAPI fue removido de la superficie macroalgal, mediante lavados con PBS. Finalmente 
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se llevó a cabo el montaje de los talos en vidrios portaobjetos y su posterior visualización 
en el microscopio de epifluorescencia Olympus B-Max- 60 (Olyimpus Corporation, Lake 
Success, New York, USA) del laboratorio de Microbiología de la Universidad Jorge Tadeo 
Lozano. Para la observación de las muestras, se empleó el filtro de luz ultravioleta, con el 
fin de obtener la señal azul fluorescente correspondiente al DAPI (longitud de onda de 
excitación 358 nanómetros (nm), longitud de onda de emisión de 461 nm). Las muestras 
fueron observadas a 100 X, con el propósito de identificar diferencias entre los talos 
macroalgales tratados con limpiador enzimático y aquellos sin ningún tipo de tratamiento, 
estas diferencias fueron evaluadas en términos de presencia o ausencia de bacterias 
epífitas en las superficies visualizadas (Zotta et al. 2012). 
3.2.1.3 Análisis de los genes ARNr 16S y  ARNr 18S 
Con el fin de estimar la proporción de ADN procariota versus ADN eucariota en las 
extracciones realizadas, las muestras de ADN de bacterias epífitas de U. lactuca fueron 
analizadas por amplificación por PCR de los genes ARNr 16S y ARNr 18S. Las PCR se 
llevaron a cabo con diluciones seriadas de ADN (entre 500 picogramos y 0.05 
picogramos por reacción). Como controles se utilizó ADN de Clostridium (control positivo 
para el gen ARNr 16S) y ADN de Hevea brasiliensis (control positivo para el gen ARNr 
18S). Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 20 μl de reacción, con las 
siguientes concentraciones finales de reactivos: Buffer Taq 1X (BiolaseTM), dNTPs 0.5 
mM, primers universales 27F y 1492R 0.5 µM (Lane 1991), MgCl2 2.0 mM, Taq 
Polimerasa 0.4 U/µl (BiolaseTM) y albumina de suero bovino (BSA) 0.25 mg/ml.  
 
Las condiciones de los ciclos de PCR fueron 94 °C x 3 mins, seguidos por 30 ciclos de 
desnaturalización a 94 °C x 30 secs, anillamiento a 55 °C x 1 min, extensión a 72 °C x 
1.5 mins y finalmente, una elongación a 72 °C x 10 mins. Las reacciones para el gen 
ARNr 18S fueron realizadas bajo las mismas condiciones, pero usando los primers EK1F’ 
(5’- CTGGTTGATCCTGCCAG-3’) (Lopez et al. 2001) y 18Sr-b (5’ 
GTACCTTCYGCAGGTTCACCTA-3’) (Medlin et al. 1988). Los productos de PCR fueron 
analizados por electroforesis en gel de agarosa, con el fin identificar la presencia de 
bandas correspondientes al producto del tamaño esperado (1500 pares de bases, para 
ambos genes).  
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3.2.1.4 Construcción de la librería de clones  
Se utilizó el Sistema de Clonación CopyControl de Epicentre, el cual combina la 
estabilidad ofrecida por la clonación de una sola copia, con la ventaja de inducir la 
producción de clones de alto número de copias. Es así como cada vector contiene tanto 
un origen de replicación de única copia, como uno de alto número de copias (oriV), de 
modo que el inicio de la replicación de oriV requiere el producto del gen trfA suministrado 
por el otro componente del sistema, correspondiente a la cepa Escherichia coli  
EPI300TM-T1R, el cual a su vez se encuentra bajo el control de la región reguladora araC-
PBAD. Adicionalmente, células de E. coli EPI300, han sido diseñadas de manera que le 
gen trfA este apagado y se produzca un control regulado por un promotor inducible (en 
este caso L-arabinosa). Es así como, los clones pueden ser mantenidos en una sola 
copia para promover su estabilidad, o ser inducidos para producir un alto número de 
copias al añadir L-arabinosa al medio de crecimiento.  
 
Para la construcción de la librería, el ADN de aproximadamente 20 Kb proveniente de las 
extracciones de un pool de muestras y obtenido tal y como se describe en la sección 
3.2.1.1, fue sometido a un paso de reparación utilizando el kit de Epicentre End-It Kit, que 
tiene como fin causar la fosforilación del extremo 5’ del ADN. Posteriormente, los 
extremos romos del ADN reparado fueron ligados al vector pCC1FOS (Epicentre) (ver 
anexo A3). Una vez hecha la ligación, se procedió al empaquetamiento del producto de 
ligación en extractos de fago Lambda, para luego llevar a cabo la infección de células 
EPI300-T1R resistentes al fago T1. Todo esto de acuerdo con las instrucciones 
establecidas por el fabricante (Epicentre®).  
3.2.1.5 Tamizaje funcional de la librería de clones   
La librería fue almacenada como alícuotas de clones en E. coli EPI300 (Epicentre) 
(aproximadamente 2 x 107 células/mililitro) a -70°C en medio de cultivo Luria Bertani (LB) 
(triptona (1%), extracto de levadura (0.5%), NaCl (1%)) suplementado con cloranfenicol 
(12.5 µg/ml) y glicerol al 80%. Los clones fueron mantenidos en condiciones de copia 
única mediante su crecimiento en ausencia del inductor L-arabinosa. Esta librería hace 
parte del banco de cepas y genes del Instituto de Biotecnología bajo el nombre de ULIB. 
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Para el tamizaje funcional, se tomaron 100 μl de las células congeladas que fueron 
inoculadas en 900 μl de medio LB, posteriormente el cultivo fue incubado a 37°C hasta 
alcanzar una densidad óptica de 0.6 a 600 nm, seguidamente 1 mililitro de este cultivo 
fue inoculado en placas de petri de 120 x 120 mm, suplementadas con el sustrato 
específico para la actividad a evaluar.  
 
Además de los clones obtenidos en este estudio, también se evaluaron algunos 
provenientes de dos librerías (B2 y B1T7) suministradas por el profesor Torsten Thomas 
de la Universidad de Nueva Gales del Sur, las cuales fueron construidas con ADN de 
bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. australis. Es así como, para el tamizaje 
de clones con actividad lipolítica se utilizó agar tributirina (tributirina (1%), extracto de 
levadura (0.3%), peptona (0.5%), agar (1.5%) y cloranfenicol (12.5 µg/ml)) (Patel et al. 
2014). Para la evaluación de la actividad celulolítica se utilizó agar CMC (NaNO3 (0.2%), 
K2HPO4 (0.1%), MgSO4 (0.05%), KCl (0.05%), CMC (0.2%), peptona (0.02%), agar 
(1.5%) y cloranfenicol (12.5 µg/ml)) (Kasana et al. 2008). Con el fin de identificar clones 
con actividad amilolítica se empleó agar almidón (almidón (2%), caseína hidrolizada 
(1%), cloruro de sodio (1%), agar (1.5%)) y cloranfenicol (12.5 µg/ml)) (Shanmughapriya 
et al. 2009).  
 
Así mismo, se utilizaron como inductores L-arabinosa (0.02% (p/v) para las librerías ULIB 
y B2, e Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (ITPG) en el caso de los clones provenientes 
de la librería B1T7. Los cultivos fueron incubados a 37°C entre 48 horas y una semana 
(para el tamizaje de la actividad lipolítica) y la identificación y selección de las clones con 
actividad enzimática, se realizó con base en la formación de halos claros alrededor de las 
colonias. De modo que aquellos clones que resultaron positivos fueron aislados e 
inoculados en los medios de cultivo con los sustratos específicos, con el fin de confirmar 
la actividad enzimática identificada en el tamizaje realizado.  
3.2.1.6 Subclonación  
Los fósmidos de los clones que mostraron actividad enzimática, fueron extraídos 
utilizando el kit de extracción de plásmidos (Illustra plasmidPrep Mini Spin Kit- GE 
Healthcare Life Sciences®). Posterior a la extracción, el pool de fósmidos (alrededor de 
2.2 μg) fue sometido a un proceso de fragmentación utilizando un equipo COVARIS. Los 
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fragmentos obtenidos y que presentaron un tamaño aproximado de entre 1.5 y 2 kb, 
fueron tratados con el kit End-It Kit (Epicentre) con el fin de promover la formación de 
extremos romos (ver anexo B3).  
 
Tras este proceso, los fragmentos resultantes fueron sometidos a un proceso de adición 
de adeninas necesario para su correcta ligación con el vector de clonación (pBAD TOPO- 
Invitrogen®), esto de acuerdo a las recomendaciones del fabricante (ver anexo B4). El 
producto de estos dos pasos fue purificado con ayuda del kit DNA Clean & Concentrator 
(Zymo Research ®), posteriormente el ADN fue ligado en una reacción de 6 μl de 
volumen final, compuesta por 10 nanogramos (ng) de vector pBAD TOPO (Invitrogen®) 
(ver anexo A4), 1 μl de la solución de sales, 8.5 ng de ADN fragmentado (en una 
proporción inserto/vector de 2:1) y agua desionizada estéril hasta completar el volumen; 
la reacción se incubó a temperatura ambiente por 15 minutos. Posteriormente, 2 μl de 
cada reacción de ligación fueron usados para transformar células de E. coli TOP10F (ver 
anexo B6). Como control positivo del proceso de clonación y transformación, se utilizó el 
suministrado por el kit empleado, el cual se usó de acuerdo a las recomendaciones 
descritas por el fabricante (Invitrogen®). Las colonias obtenidas tras el proceso de 
subclonación, fueron tamizadas para las actividades enzimáticas de interés, para lo cual 
se emplearon los medios de cultivo con los sustratos específicos, tal y como se describe 
en el apartado 3.2.1.5 y utilizando ampicilina (100μg/mililitro) como antibiótico de 
selección. 
3.2.2 Evaluación de la actividad enzimática y de la producción de 
sideróforos en bacterias epífitas cultivables aisladas de la 
superficie de U. lactuca 
Como se describió en el Capítulo 2 de este documento, se aislaron 273 bacterias de la 
superficie de macroalgas de la especie U. lactuca, las cuales se encuentran depositadas 
en el Banco de Cepas y Genes del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional 
de Colombia. Así mismo tres cepas hacen parte de la Colección Internacional de 
Microorganismos de la Pontificia Universidad Javeriana y corresponden a los códigos 
CMPUJ 454-456, respectivamente. Esta tesis, también forma parte del Contrato Marco 
de Acceso a Recursos Genéticos y sus Derivados, número 121 del 22 de enero de 2016 
(OTROSÍ Número 1).  
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En los párrafos siguientes se describe la metodología utilizada para la evaluación de las 
actividades enzimáticas (amilolítica, celulolítica, lipolítica y agarolítica), así como de la 
producción de sideróforos en los diferentes aislamientos de bacterias epífitas obtenidos 
en este estudio. Es así como, los diámetros de las zonas de degradación fueron medidos 
en cada una de las placas con actividad enzimática evidente, así como los halos 
generados como consecuencia de la producción de sideróforos. En todos los casos se 
utilizó la formula A-B= C (donde A es el diámetro de la colonia más el halo de hidrólisis, B 
es diámetro de la colonia y C es el resultado de la diferencia de las dos medidas y 
corresponde al diámetro del halo de hidrólisis), tal y como se muestra en la figura 3-1 
(Villalba et al. 2014). 
 
Los datos correspondientes a los diámetros de los halos de degradación registrados para 
cada una de las cepas aisladas en este estudio, fueron sometidos a análisis estadísticos, 
los cuales fueron realizados mediante el software estadístico R (R Development Core 
Team 2011).  
 
Se utilizó, el test no paramétrico de Kruskal Wallis, que evalúa diferencias significativas 
sobre una variable de interés, en este caso la actividad evaluada con respecto a una 
variable independiente que corresponde al año de muestreo. El test de Kruskal Wallis 
permite hacer una comparación entre varios grupos utilizando la mediana de cada uno y 
asume como hipótesis nula, que las medianas son iguales y como hipótesis alterna que 
al menos uno de los grupos tienen mediana distinta a las otras (Paliy & Shankar 2016). 
 
Adicionalmente se llevó a cabo un análisis de componentes principales, el cual se 
caracteriza por representar en tres o menos componentes, el conjunto de objetos de una 
muestra determinada sin pérdida importante de información, describiendo el conjunto de 
datos multidimensionales de un modo relativamente sencillo. El resultado de este análisis 
es un gráfico de puntuaciones, que consiste en la representación en el plano de las dos 
primeras componentes que explican la máxima variabilidad residual posible, así como de 
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Figura 3-1: Determinación del diámetro de los halos de actividad enzimática y de 
producción de sideróforos, en los aislamientos de bacterias epífitas obtenidos en este 
estudio. A hace referencia al diámetro de la colonia, B es el diámetro de la colonia más el 




3.2.2.1 Actividad Amilólitica 
Para evaluar esta actividad enzimática en las bacterias aisladas, cada una de las cepas 
fue cultivada por triplicado en placas de agar almidón (compuesto por: almidón (2%), 
peptona (0.5%), extracto de carne (0.3%), NaCl (1%) y agar (1.5%)) e incubadas a 30°C 
durante 24 a 48 horas (Tiwari et al. 2014). Luego del periodo de incubación, la 
producción de amilasas fue evidenciada por el desarrollo de una zona clara de 
degradación alrededor de las colonias bacterianas, revelada tras la adición de Lugol 
(yodo (1%), yoduro de potasio (2%)). Como control positivo para esta actividad, se utilizó 
una cepa de Bacillus subtilis. 
3.2.2.2 Actividad Celulolítica 
Con el fin de identificar actividad celulolítica en las bacterias aisladas de la superficie de 
macroalgas de la especie U. lactuca, éstas fueron cultivadas por triplicado en agar CMC 
(compuesto por NaNO3 (0.2%), K2HPO4 (0.1%), MgSO4 (0.05%), KCl, (0.2%), 
Carboximetilcelulosa sódica (CMC), peptona (0.02%) y agar (1.7%)). Los cultivos fueron 
posteriormente incubados a 30°C por 48 horas y luego revelados con la solución de 
Lugol, de manera que aquellos que produjeron celulasas, se evidenciaron por la 
formación de zonas claras alrededor de la colonia, junto con una coloración oscura en el 
Evaluación de la actividad enzimática en la comunidad de bacterias epífitas 
de macroalgas de la especie U. lactuca 63 
 
resto del medio de cultivo que no fue hidrolizado (Kasana et al. 2008). El control positivo 
utilizado para este ensayo correspondió a la cepa Bacillus subtilis.  
3.2.2.3 Actividad Lipolítica 
La identificación de bacterias epífitas productoras de lipasas se realizó en agar nutritivo 
suplementado con Tributirina (1%) (como sustrato) y NaCl (1%). Es así como, tras el 
proceso de esterilización, el agar nutritivo, la tribitirina y el agente emulsificante (Triton X), 
fueron sonicados en agua destilada por 30 minutos, con el fin de distribuir de manera 
uniforme el sustrato tributirina en el medio de cultivo. Luego de la preparación del medio, 
se procedió a la siembra de los aislamientos obtenidos, los cuales fueron incubados a 
30°C por 5 a 8 días (Kiran et al. 2008) y las colonias que exhibieron un halo claro como 
consecuencia de la hidrólisis de la tributirina, fueron seleccionadas a fin de realizar otro 
test de confirmación (Carissimi et al. 2007). Como control positivo se utilizó un 
aislamiento de la especie Pseudomonas aeruginosa. 
3.2.2.4 Actividad Agarolítica 
Para evaluar la actividad agarolítica, las colonias aisladas fueron crecidas a 30°C en 
placas de medio Zobell modificado (NaCl (24.7 g/l), MgSO4 (6.3 g/l), KCl (0.7 g/l), triptona 
(5 g/l), extracto de levadura (1 g/l), sales de alginato (5%), MgCl2 (40 mM) y agar (1.5 %)) 
(Martin et al. 2015). Transcurrido un tiempo que varió entre 48 horas hasta 1 semana de 
incubación, las cepas que mostraron actividad agarolítica (identificada por la formación 
de un agujero en el medio de cultivo), fueron sometidas a una prueba de confirmación. 
Como control positivo de esta actividad enzimática, se empleó una cepa de la especie 
Vibrio azureus, productora de agarasas. 
3.2.2.5 Evaluación de la producción de sideróforos  
Con el propósito de detectar la producción de sideróforos en bacterias epífitas de 
U.lactuca, se empleó el ensayo O-CAS de acuerdo a las consideraciones descritas para 
este método (Pérez- Miranda et al. 2007). De manera que la solución de revelado estuvo 
compuesta por: cromo azurol S (CAS) (60.5 mg), bromuro de hexadeciltrimetilamonio 
(72.9 mg), FeCl36H2O (1 mM) preparado en HCl (10 mM) y agarosa (0.9% p/v) como 
agente gelificante.  
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La detección de sideróforos fue realizada luego de cubrir con esta solución, cultivos de 
24 horas, correspondientes a los diferentes aislamientos bacterianos obtenidos en este 
estudio. Después de un periodo de incubación de 4 horas, la producción de sideróforos 
fue evidenciada por un cambio de color en el medio de revelado, el cual se presentó de 
manera circundante al microorganismos productor, es así como, cambios en la coloración 
de azul a purpura, son indicio de la producción de sideróforos de tipo catecol, de azul a 
naranja, de sideróforos de tipo hidroxamato y de azul a amarillo, de sideróforos de tipo 
carboxilato (Pérez- Miranda et al. 2007). Como control positivo para este ensayo se 
utilizó un aislamiento de la especie Pseudomonas aeruginosa. 
 Resultados 3.3
La sección de resultados está divida en dos partes, en la primera se describen los 
resultados generados luego de la construcción y tamizaje de la librería de clones 
obtenida a partir de ADN de bacterias epífitas de U. lactuca. En la segunda sección se 
muestran los hallazgos en cuanto a la evaluación de la actividad enzimática y la 
producción de sideróforos, en cepas cultivables aisladas de la superficie de macroalgas 
de la especie U. lactuca. 
3.3.1 Construcción de una librería metagenómica a partir de ADN 
de bacterias epífitas  
3.3.1.1 Extracción de ADN de bacterias epífitas de U. lactuca 
La extracción de ADN utilizando la metodología de Burke y colaboradores (2009) con las 
modificaciones descritas, permitió la obtención de 10 microgramos (μg) de ADN 
proveniente de bacterias epífitas de U. lactuca con un tamaño aproximado de 20 kb 
(figura 3-2). 
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Figura 3-2: Extracción de ADN total de bacterias epífitas no cultivables. Corrido 
electroforético en gel de agarosa 0.8 % del ADN extraído de bacterias epífitas. Los pozos 




Así mismo, los resultados correspondientes a la observación por microscopia de 
epifluorescencia de los talos macroalgales sometidos al tratamiento con el limpiador 
multienzimático, junto con el análisis de la calidad del ADN obtenido mediante la 
amplificación de los genes ARNr 16S y ARNr 18S, evidenciaron que el uso de esta 
metodología permitió remover las bacterias epífitas presentes en la superficie de 
macroalgas de la especie U. lactuca.  
3.3.1.2 Análisis microscópico de los talos macroalgales, tras el tratamiento con 
limpiador multienzimático 
Luego de la observación microscópica se identificó en la superficie de macroalgas de la 
especie U. lactuca, la presencia de pequeños bacilos solos o formando cadenas (figura 
3-3a-d).  
  




 Caracterización molecular de bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. 
lactuca y búsqueda de enzimas con potencial biotecnológico 
 
Figura 3-3: Tinción con DAPI de superficies macroalgales de U. lactuca. Los campos a, 
b, c y d muestran fragmentos de talos macroalgales sin tratamiento, en los cuales se 
observa la presencia de células bacterianas teñidas de color azul brillante. Los campos e, 
f, g y h son fotografías de los talos después del tratamiento con limpiador 
multienzimático, en los que se aprecian células que conforman el tejido algal, sin que se 
distingan formas bacterianas. Todas las fotografías fueron tomadas a 100 x.  
 
    
    
 
Así mismo se observó que la incubación de los talos macroalgales en el buffer 
conformado por agua de mar artificial libre de calcio y magnesio suplementado con ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA) y una dilución 1/100000 de limpiador multienzimático (3 
M®, Australia) (Burke et al. 2009), permitió la remoción de gran parte de la comunidad de 
bacterias epífitas de las superficies macroalgales (figura 3-11e-h). El uso de una dilución 
1/100000 del limpiador multienzimático, se determinó en la medida en que promovió la 
remoción bacteriana, sin causar daños en la superficie macroalgal, los cuales si fueron 
identificados con las otras diluciones utilizadas (1/100, 1/1000 y 1/10000).  
3.3.1.3 Análisis de los genes ARNr 16S y  ARNr 18S 
Luego de la amplificación con los primers universales 27F y 1492R utilizando ADN 
extraído de bacterias epífitas de U. lactuca, se obtuvo un amplímero de 1500 pares de 
bases, el cual corresponde al gen ARNr 16S (figura 3-4).  
  
A B C D 
E F G H 
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Figura 3-4: Amplificación del gen ARNr 16Sr a partir del ADN total de bacterias epífitas. 
El pozo 1 es el control positivo Clostridium sp. IBUN 158B, los pozos 2, 3, 4 y 5, 
corresponden a amplímeros obtenidos a partir de ADN de bacterias epífitas, el pozo 6 es 




También se utilizaron los primers EK1F’ y 18Sr-b, con el fin de amplificar el gen ARNr 
18S, sin embargo en este caso solo se obtuvo amplificación para la muestra 
correspondiente al control positivo (figura 3-5). 
 
Figura 3-5: Amplificación del gen ARNr 18S a partir del ADN total extraído de las 
bacterias epífitas. El pozo 1 corresponde al control positivo Hevea brasiliensis. Los pozos 
2, 3, 4 y 5 corresponden a amplímeros obtenidos a partir de ADN de bacterias epífitas, el 
pozo 6 es el control negativo y el M corresponde al marcador de peso molecular 
hyperlader 10 Kb. 
 
 
1500 pares de bases 
1500 pares de bases 
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3.3.1.4 Construcción de la librería 
Aproximadamente diez mil clones fueron obtenidos a partir del ADN de bacterias epífitas 
de macroalgas de la especie U. lactuca, utilizando fósmidos como vectores. La librería se 
encuentra almacenada como alícuotas de clones en E. coli EPI300 (Epicentre) 
(aproximadamente 2 x 107 células/mililitro) y hace parte del banco de cepas y genes del 
Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional, bajo el nombre de ULIB. 
3.3.1.5 Tamizaje funcional de la librería de clones  
Aproximadamente 30.000 colonias fueron tamizadas para las diferentes actividades 
enzimáticas de interés en este estudio. Así mismo, se evaluaron alrededor de 20.000 
colonias provenientes de las librerías B1T7 y B2, suministradas por el profesor Torsten 
Thomas de la Universidad de Nueva Gales del Sur (Sydney-Australia), las cuales fueron 
obtenidas a partir de ADN de bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. australis y 
en las que tamizajes realizados previamente habían identificado la presencia de clones 
con actividad lipolítica (Burke 2010).  
 
A partir de este tamizaje se obtuvieron 32 clones provenientes de la librería B2 y 10 
clones de la librería ULIB, en los cuales se identificó actividad amilolítica (figura 3-6a), del 
mismo modo se registraron 33 clones de la librería B1T7 y 5 clones de la librería ULIB 
con actividad celulolítica (figura 3-6b). En cuanto a la presencia de lipasas, en 30 clones 
de la librería B1T7, 26 de la librería B2 y 48 clones de la librería ULIB, se observó la 
formación de halos de degradación en medio de cultivo con tributirina como sustrato 
(figura 3-6c).  
 
Con el fin de realizar la confirmación de las actividades enzimáticas en los clones  
positivos para el primer tamizaje de la librería ULIB, se llevó a cabo su aislamiento y 
siembra en medios de cultivo con cada uno de los sustratos específicos. Como resultado 
se obtuvieron 4 clones con actividad amilolítica, 5 clones con actividad lipolítica y 2 con 
actividad celulolítica, los cuales se caracterizaron por mantener la actividad enzimática 
tras varias rondas de confirmación (figura 3-6e-h).  
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Figura 3-6: Tamizaje de la libreria ULIB. a, b y c muestran las placas con los medios de 
cultivo con cada uno de los sustratos: almidón, CMC y tributirina, inoculadas con los 
clones, obtenidos en la librería. e, f y g, representan la confirmación de los clones con 
actividad enzimática amilolítica, celulolítica y lipolítica, respectivamente. *La actividad 
amilolítica fue revelada con solución de lugol y la actividad celulolítica con rojo congo. 
 
   
   
 
En términos generales, la probabilidad de encontrar clones con actividad enzimática 
(amilolítica, lipolítica y celulolítica) fue de 1.8 x 10-2/Megabase. Por otra parte, la tasa de 
acierto (calculada con base en el número de clones positivos en relación al total de 
clones evaluados) de enzimas sintetizadas por bacterias epífitas de macroalgas de la 
especie U. lactuca fue del 0.03%. 
 
Finalmente los clones con actividad enzimática fueron sometidos a análisis por 
subclonación, mientras que aquellos identificados en las librerías B1T7 y B2, continúan 
siendo analizados mediante pruebas de confirmación, con miras a identificar los genes 
responsables de su actividad. Por otra parte es importante mencionar que pese a que se 
evaluó la producción de agarasas y de sideróforos, no fue posible la detección de dichas 
actividades en ninguno de los clones provenientes de la librería ULIB, ni en los clones de 
las librerías B1T7 y B2, también evaluados en este estudio (datos no mostrados). 
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3.3.1.6 Subclonación 
Como una aproximación a la identificación de los genes responsables de la actividad 
enzimática se realizó la extracción y fragmentación del ADN fosmídico (figura 3-7a), con 
el fin de llevar a cabo ensayos de subclonación. Para lo cual se obtuvo el ADN fosmídico 
de los 11 clones con actividad enzimática (cinco clones con actividad lipolítica, cuatro con 
actividad amilolítica y dos con actividad celulolítica), el pool de fósmidos tuvo una 
concentración de 2.2 µg. A partir de este ADN fosmídico, se obtuvieron fragmentos en el 
rango de 1500 y 2000 pares de bases (figura 3-8b), con una concentración de 33.8 ng/µl. 
 
A partir del ADN fosmídico fragmentado se construyó una librería de subclones utilizando 
el vector de clonación (pBAD TOPO- Invitrogen®). Luego de los pasos de reparación del 
ADN, adición de adeninas, purificación del producto obtenido y su posterior clonación en 
el vector, se observó una eficiencia de transformación de 4x106 UFC/µg de ADN, con una 
proporción inserto/vector de 2:1 y un tiempo de ligación de 15 minutos, esta eficiencia fue 
similar a la obtenida con el control suministrado en el kit, que fue empleado de acuerdo 
con las recomendaciones establecidas por el fabricante (Invitrogen®) (tabla 3-1).  
 
Tabla 3-1: Eficiencia obtenida para la construcción de la librería de subclones. Se 
muestran: la proporción inserto/vector, el tiempo de ligación empleado, la cantidad de 
inserto clonado (ng) y la eficiencia calculada. 
 












1 (Control) 1:1 15 5 7 x 106 
2 (Fósmidos) 2:1 15 8.5 4 x 106 
 
Alrededor de 1821 subclones con tamaños de inserto entre 1.5 y 2 Kb fueron tamizados 
para las actividades enzimáticas amilolítica, celulolítica y lipolítica. De los subclones 
evaluados, 2 presentaron actividad en medio de cultivo con almidón como sustrato, 
mientras que 5 subclones mostraron actividad en medio suplementado con tributirina. Sin 
embargo; en los subclones con actividad amilolítica y lipolítica se observó perdida de la 
actividad enzimática tras los ensayos de confirmación, razón por la cual se utilizaron 
diferentes estrategias con miras a obtener una enzima proveniente de bacterias epífitas 
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expresada E. coli como hospedero heterólogo. Dichas estrategias son descritas en 
detalle en el capítulo 4 de este documento de tesis.  
 
Figura 3-7: Visualización de la extracción de fosmídos. (A) Los pozos 1 y 2 corresponden 
al pool de fósmidos extraído, el pozo 3 al control negativo (células EPI300 sin 
transformar) y el pozo 4 a uno de los fósmidos. (B) La figura muestra la electroforesis en 
geles de agarosa al 2 % del ADN fragmentado (rango entre 1500 y 2000 pb): el pozo M, 
corresponde al marcador de peso molecular. 
 
  
3.3.2 Evaluación de la actividad enzimática y de la producción de 
sideróforos en bacterias epífitas cultivables aisladas de la 
superficie de U. lactuca 
Un total de 273 bacterias fueron aisladas de macroalgas de la especie U. lactuca, éstas 
fueron evaluadas para diversas actividades enzimáticas (amilólitica, lipolítica, celulolítica 
y agarolítica), así como para la producción de sideróforos (anexo A2). Se encontraron 
152 aislamientos (56% del total) con actividad enzimática en al menos uno de los 
sustratos evaluados, además de la producción de sideróforos, del mismo modo 29 cepas 
(10% del total) sintetizaron tres de las cuatro enzimas, mientras que 5 cepas presentaron 
todas las actividades enzimáticas, además de producir sideróforos (figura 3-8). 
  
    M    1     2     3      4  M        1         2     
10Kb    
M       
1Kb    
M       
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Figura 3-8: Distribución de actividades (amilolítica, celulolítica, lipolítica y agarolítica) y 





Las zonas de degradación con diámetro mayor a 1.5 cm fueron consideradas como 
significativas (Tiwari et al. 2014). Cabe destacar que de todos los aislamientos 
evaluados, aquellos que presentan actividad celulolítica se caracterizaron por formar 
halos de degradación mayores a 1.5 cm (figura 3-9).  
 
Figura 3-9: Cepas que exhibieron la mayor actividad enzimática, medida por la 
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La prueba de Kruskal- Wallis detectó diferencias significativas entre las actividades 
enzimáticas evaluadas, así como la producción de sideróforos (p ˂ 0.05) al comparar 
entre los años muestreados. Por otra parte, en el análisis de componentes principales, se 
evidencia que los tres primeros ejes explican el 71 por ciento de la variación, así mismo, 
en la gráfica generada se observan dos grupos, uno de los cuales está constituido por los 
años 2014 y 2016, mientras que el segundo agrupa los datos correspondientes al año 
2015. También, las actividades celulolítica y amilolítica, así como la producción de 
sideróforos muestran agrupamiento (figura 3-10).  
 
Específicamente para la actividad amilolítica un total de 184 cepas (67% del total de 
aislamientos) mostraron actividad enzimática en medio de cultivo con almidón como 
sustrato, la cual se evidenció por la formación de halos claros de degradación (figura 3-
11). Los halos con un diámetro mayor a 1.5 cm (producidos por un 35% de los 
aislamientos) fueron considerados como significativos para la actividad enzimática 
evaluada. 
 
En cuanto a la actividad celulolítica, 224 de los 273 aislamientos de bacterias epifitas 
evaluados (82%) presentaron dicha actividad, de los cuales 121 (equivalentes al 54%) 
mostraron los halos de degradación con mayores diámetros, observados en placas de 
agar y tras el revelado con la solución de lugol (figura 3-12). 
  
74 
 Caracterización molecular de bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. 
lactuca y búsqueda de enzimas con potencial biotecnológico 
 
Figura 3-10: Análisis de componentes principales para evaluar los datos de las 
actividades enzimáticas y producción de sideróforos en las distintas cepas durante los 
muestreos realizados. Los datos correspondientes al año 2015 se muestran en el círculo 
azul, los del 2014 y 2016 se agrupan en el círculo amarillo. CA: actividad celulolítica, AA: 





La actividad lipolítica se encontró en 45 aislamientos (16% del total de cepas) (figura 3-
7), de los cuales 8 produjeron un halo de degradación mayor a 1.5 cm. Del mismo, modo 
una cepa se caracterizó por presentar un halo con diámetro mayor a 2.5 ± 0.5 (promedio 
+ desviación estándar, n=3) y cuya actividad se mantuvo incluso cuando esta fue 
almacenada a 4°C (figura 3-13b). En cuanto a la producción de agarasas, un total de 27 
cepas (10% del total de aislamientos) presentaron actividad agarolítica (figura 3-14). 
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Figura 3-11: Actividad amilolítica en bacterias epífitas aisladas de U. lactuca. (a). Halos 
de degradación en agar almidón producidos por una de las cepas aisladas. (b). 





Figura 3-12: Actividad celulolítica en bacterias epífitas aisladas de U. lactuca. (a). Halos 
de degradación en agar CMC producidos por una de las cepas aisladas. (b). Producción 




Figura 3-13: Actividad lipolítica en bacterias epífitas aisladas de U. lactuca. (a) y (b). 
Halos de degradación en agar tributirina producidos por una de las cepas aisladas. (c). 
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Finalmente el aislamiento de bacterias epífitas productoras de sideróforos se realizó de 
acuerdo al método O-CAS, de modo que las cepas produjeron cambios en la coloración 
del medio similares a los obtenidos en estudios previos (Pérez et al. 2007), 
encontrándose que 164 aislamientos (60%) presentaron un cambio en la coloración del 
medio de azul a amarillo claro, lo cual es un indicio de la producción de sideróforos de 
tipo carboxilato (figura 3-15). Así mismo, el diámetro de las zonas de cambio de color 
estuvo en el rango de 0.45 a 5.7 cm.  
 
Figura 3-15: Síntesis de sideróforos en bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. 
lactuca. (a). Sideróforos de tipo carboxilato producidos por una de las cepas aisladas. (b). 





Los resultados obtenidos en este trabajo, reafirman la importancia de conocer la 
diversidad microbiana a partir del estudio del componente no cultivable mediante 
estrategias metagenómicas, complementado con la evaluación de la fracción cultivable 
A B 
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de la comunidad bacteriana, ambas aproximaciones enfocadas en la búsqueda de 
enzimas de interés en fuentes hasta ahora desconocidas, como lo son las superficies de 
macroalgas de la especie U. lactuca presentes en la región de Santa Marta (Caribe 
Colombiano). 
3.4.1 Construcción de una librería metagenómica a partir de ADN 
de bacterias epífitas 
En este estudio la probabilidad de encontrar clones con actividad enzimática (amilolítica, 
lipolítica y celulolítica) fue de 1.8 x 10-2/Mb. Este resultado es comparable con estudios 
previos, en los que se han determinado probabilidades de hallar enzimas en librerías 
metagenómicas construidas con diferentes tipos de vectores, que van desde 2.5 X 10-4 
hasta 2 X 10-1/Mb (tabla 3-2).  
 
Del mismo modo se han reportado tasas de acierto del orden de 0.001%, siendo este el 
porcentaje más bajo, hasta 0.56 %, obtenido en el mejor de los casos (tabla 3-2). En este 
estudio el porcentaje de hallazgo de enzimas sintetizadas por bacterias epífitas de 
macroalgas de la especie U.lactuca fue del 0.03%, dicho valor también se encuentra en 
el rango reportado por investigaciones conducidas a partir de diferentes muestras de 
origen ambiental (tabla 3-2).  
 
En este sentido, es importante considerar que la probabilidad (tasa de éxito) de identificar 
un determinado gen, depende de múltiples factores, dentro de los que se encuentran: el 
sistema huésped-vector, el tamaño del gen de interés, la abundancia de este gen dentro 
del metagenoma y la eficiencia de la expresión génica en el hospedero (Uchiyama & 
Miyazaki 2009). Es así como, el uso de E. coli como hospedero heterólogo implica 
ventajas, dentro de las que se destacan: su rápido tiempo de duplicación (de 
aproximadamente 20 minutos) en condiciones óptimas de crecimiento, la posibilidad de 
alcanzar una alta densidad bacteriana en medios de cultivo con componentes de bajo 
costo, y la facilidad para introducir el ADN exógeno a través de métodos de 
transformación simple (Rosano & Ceccarelli 2014).  
 
Sin embargo; es importante considerar que la expresión heteróloga de proteínas también 
puede estar limitada por numerosos factores, estos incluyen la habilidad de E. coli para 
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reconocer las regiones promotoras del ADN ambiental, la toxicidad de las proteínas 
expresadas, el sesgo codónico (que ocurre cuando la frecuencia de codones sinónimos 
en el ADN codificante foráneo es significativamente diferente a la del hospedero, lo que 
genera una disminución en los ARNt de baja abundancia y por ende la incorporación 
errónea de aminoácidos), la formación de cuerpos de inclusión insolubles, generados por 
enlaces disulfuro o debido a la interacción con chaperonas, los cuales causan una tasa 
de producción proteica muy lenta (Kim et al. 2016). Es así como, si se consideran todos 
estos factores en conjunto, es posible explicar la pérdida de actividad enzimática 
observada en algunos de los clones evaluados en este trabajo, tanto en el primer 
tamizaje, como tras el proceso de subclonación realizado. 
 
En lo referente a estudios enfocados en macroalgas del género Ulva, el tamizaje de 
librerías metagenómicas obtenidas a partir de ADN de bacterias epífitas de macroalgas 
de la especie U. australis para la búsqueda de compuestos con actividad antimicrobiana, 
permitió el hallazgo de 3 clones positivos, uno de los cuales produjo una lipasa que se 
caracterizó por hidrolizar lípidos para liberar ácidos grasos de diferente longitud, los 
cuales a su vez presentaron un amplio espectro de actividad antibacterial evaluada 
contra diferentes cepas patógenas (Burke 2010, Yung et al. 2011). Otro estudio 
metagenómico realizado con muestras de biopelículas asociadas a macroalgas, reveló la 
presencia de genes implicados en la biosíntesis de vitamina-B, así como de genes 
codificantes para lipasas y esterasas, presentes en el metagenoma de las bacterias 
formadoras de la biopelícula (Krohn-Molt et al. 2013).  
 
Considerando el número de clones con actividad lipolítica identificados en este estudio, 
se obtuvo una probabilidad de 8.3 x 10-3/Mb, la cual es comparable con estudios que han 
usado el tamizaje de librerías metagenómicas para la misma actividad enzimática y 
utilizando a E.coli como hospedero heterólogo (tabla 3-2), estos resultados junto con los 
estudios previamente descritos y realizados con muestras provenientes de macroalgas 
del género Ulva, demuestran el rol que cumplen las lipasas en la interacción que ocurre 
entre macroalgas y bacterias epífitas. 
 
Cabe destacar que un hallazgo importante para este estudio, es la obtención de 
subclones con actividad lipolítica y amilolítica. Si bien se tienen reportes de amilasas 
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sintetizadas por bacterias aisladas de ambientes marinos, las cuales han sido clonadas y 
expresadas en hospederos heterólogos, mostrando estabilidad en diferentes 
temperaturas y bajo condiciones alcalinas (Zhou et al. 2015); en la revisión realizada no 
se encontraron registros de librerías metagenómicas construidas a partir de ADN 
proveniente de bacterias epífitas de macroalgas marinas en los que se identifique este 
tipo de actividad amilolítica. 
3.4.2 Evaluación de la actividad enzimática y de la producción de 
sideróforos en bacterias epífitas cultivables aisladas de la 
superficie de U. lactuca 
Evidencia basada en investigaciones ha establecido que las condiciones propias de las 
superficies macroalgales favorecen el crecimiento de microorganismos epífitos (Lachnit 
et al. 2011; Hehemann et al. 2014). Particularmente macroalgas de la especie U. lactuca 
se constituyen como un sustrato apropiado, al contener en sus superficies carbohidratos 
(44%), lípidos (5%) y proteínas (16%), que son asimilados por los microorganismos que 
allí se establecen (El-Naggar et al. 2014). Sumado a esto, las macroalgas se caracterizan 
por carecer de lignina y presentar bajos niveles de hemicelulosa, lo que promueve una 
mayor eficiencia en las tasas de hidrólisis (Choi et al. 2012; Martin et al. 2014). En este 
estudio se encontraron 152 cepas (56% del total de aislamientos) con actividad 
enzimática en al menos uno de los sustratos evaluados, lo cual es un indicio del potencial 
que tienen las bacterias epífitas de U. lactuca como fuente de enzimas de origen marino. 
 
Particularmente en el tamizaje de amilasas, 184 cepas (67% de los aislamientos), 
produjeron zonas claras en placas de agar almidón reveladas con solución de lugol. 
Estudios previos han aislado algunas amilasas sintetizadas por bacterias marinas, entre 
los grupos bacterianos, el género Bacillus también identificado en este estudio (ver 
capítulo 2), se considera como uno de los productores más importantes de este tipo de 
enzimas, algunas de las cuales presentaron propiedades termofílicas y altas tasas de 
conversión (Homaei et al. 2016). También se tienen reportes de amilasas sintetizadas por 
bacterias epífitas de macroalgas verdes (Naamani et al. 2015), las cuales degradan el 
almidón producido por los hospederos algales (equivalente al 20% del contenido 
macroalgal) (Choi et al. 2012; Tsuji et al. 2014) y son estables en presencia de distintas 
concentraciones de NaCl, así como bajo condiciones alcalinas (Homaei et al. 2016).  
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Por otra parte, se encontraron 224 cepas (82 % de los aislamientos) con actividad 
celulolítica, lo anterior se explica en la medida en que las macroalgas contienen α-
celulosa disponible para ser utilizada por las bacterias epífitas que se establecen en sus 
superficies, es así como se tienen registros de bacterias marinas que crecen sobre 
macroalgas y pertenecen a los géneros Cytophaga, Cellulomonas, Clostridium, Nocardia, 
Pseudoalteromonas, Streptomyces, además de Vibrio y Bacillus, identificados en este 
estudio (ver capítulo 2), que se caracterizan por sintetizar celulasas (Trivedi et al. 2011a). 
Particularmente, bacterias del género Bacillus aisladas de Ulva sp, se caracterizaron por 
sintetizar celulasas extracelulares con propiedades alcalinas y tolerancia a disolventes y 
detergentes iónicos y no iónicos, lo que las convierte en enzimas de interés en distintos 
procesos biotecnológicos e industriales (Trivedi et al. 2011b; Zhang & Kim 2010).  
 
Respecto a la actividad lipolítica, en este trabajo se encontraron 45 aislamientos de 
bacterias cultivables (16% del total) con esta actividad, lo cual es un hallazgo importante 
de este estudio, teniendo en cuenta que en la revisión realizada, no se encontraron 
registros de lipasas aisladas de la fracción cultivable de bacterias epífitas de macroalgas 
marinas. Es así como; la detección de lipasas producidas por bacterias asociadas a U. 
lactuca, las convierte en una fuente potencial de este tipo de enzimas, las cuales son 
consideradas como uno de los catalizadores biológicos más importantes para distintos 
procesos biotecnológicos (Arnosti et al. 2014; Bell et al. 2002; Glöckner et al. 2012; 
Prabhawathi et al. 2014; Verma et al. 2012).  
 
Por otro lado, se encontraron 27 cepas (10 %) productoras de agarasas, en este sentido 
se tienen reportes de enzimas de este tipo, aisladas de moluscos, así como de bacterias 
pertenecientes a los géneros Vibrio, Bacillus, Cytophaga, Actinomyces, Alteromonas y 
Pseudomonas (Gurpilhares et al. 2016; Wang et al. 2006). Una de las primeras agarasas 
estudiada y caracterizada fue la sintetizada por la bacteria Pseudoalteromonas atlantica 
Tc6, aislada de la superficie del alga roja Rhodymedia palmate, esta enzima presentó 
propiedades funcionales específicas, que no habían sido descritas para otras agarasas 
identificadas (Zhang & Kim 2010; Martin et al. 2014), lo que resulta de interés para 
diversos procesos biotecnológicos, principalmente aquellos relacionados con la 
degradación de polisacáridos producidos por algas, así como en diferentes reacciones 
empleadas en la industria alimenticia (Trincone 2010). 
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Como complemento a la actividad enzimática, en este estudio se evaluó la producción de 
sideróforos en las cepas aisladas de la superficie de U. lactuca. Es así como, se 
encontraron 164 bacterias (60% del total de aislamientos) productoras de sideróforos de 
tipo carboxilato. La producción de sideróforos ocurre en microorganismos con el fin de 
secuestrar hierro disponible en el medio, en este caso para los sideróforos de tipo 
carboxilato, la unión al hierro se da a través de grupos hidroxilo y carboxilo (Pérez-
Miranda et al. 2007). La importancia de estos compuestos captadores de hierro, radica 
en que muchos microorganismos dependen de este elemento para diversos procesos 
celulares, tales como la respiración, la fotosíntesis, la fijación de nitrógeno y la 
producción de pigmentos; si bien el hierro es abundante en la corteza terrestre, su 
concentración en el mar es muy baja (˂ 0.4 μM), es por esto que los sideróforos son 
importantes en el ciclo del hierro que ocurre en el mar, así como en el desarrollo de 
biosensores y biofilms, entre otros (De Carvalho y Fernandes 2010). 
 
Es así como, mediante el estudio del componente no cultivable junto con el aislamiento 
de bacterias epífitas cultivables de macroalgas de la especie U.lactuca, fue posible 
evidenciar la síntesis de enzimas y la producción de sideróforos, en el contexto de las 
interacciones entre las bacterias y su hospedero macroalgal, bajo la complejidad de 
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Tabla 3-2: Resultados de la eficiencia del tamizaje de librerías metagenómicas 
construidas con muestras ambientales provenientes de diferentes regiones del mundo, 
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 Conclusiones 3.5
Las dos aproximaciones utilizadas en este trabajo y que contemplaron estudio de las 
bacterias cultivables y del componente no cultivable, enfocados en la búsqueda de 
enzimas sintetizadas por bacterias epífitas, demostraron el potencial biotecnológico de 
estas bacterias como fuente de enzimas de origen marino.  
 
La aproximación en metagenómica funcional permitió la identificación de 11 clones 
fosmídicos positivos para las actividades enzimáticas evaluadas (4 clones con actividad 
amilolítica, 5 clones con actividad lipolítica y 2 con actividad celulolítica), a partir del 
tamizaje realizado en la librería metágenomica de bacterias epífitas de U. lactuca. Del 
mismo modo 7 clones (2 con actividad amilolítica y 5 con actividad lipolítica) fueron 
obtenidos tras el proceso de subclonación.  
 
El estudio del componente cultivable de bacterias epífitas, permitió el aislamiento de 273 
bacterias de la superficie de macroalgas de la especie U.lactuca, de las cuales 152 (56% 
del total de cepas) presentaron actividad enzimática en al menos uno de los sustratos 
evaluados además de producir sideróforos, 29 (10% del total) sintetizaron tres de las 
cuatro enzimas, mientras que 5 cepas presentaron todas las actividades enzimáticas, y 
produjeron sideróforos. 
 
Dos nuevos hallazgos de este estudio, son la obtención de subclones con actividad  
amilolítica a partir de la librería metagenómica construida. Así como el aislamiento de 
cepas con actividad lipolítica como parte de la evaluación del componente cultivable de 
bacterias epífitas de U.lactuca. Resultados que no han sido publicados en otros estudios 
realizados con estas macroalgas marinas. 
 
Capítulo 4.  Resultados preliminares 
relacionados con la obtención de una 
esterasa sintetizada por bacterias epífitas 
de U. lactuca 
Autores: Natalia Beatriz Comba González, Liliana López Kleine, Jordan Steve Ruiz 
Toquica, Albert Nicolas Niño Corredor, Dolly Montoya Castaño 
Resumen 
Las lipasas se encuentran en el grupo de biocatalizadores de mayor importancia, debido 
a factores como la independencia de cofactores, su alta estabilidad, además de su 
actividad en distintos solventes orgánicos, entre otros. De esta manera, la identificación 
de lipasas, contribuirá en un futuro cercano a la selección de nuevos biocatalizadores. En 
este capítulo, se describen los resultados en lo referente a la obtención de una esterasa 
sintetizada por bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. lactuca, la cual fue 
expresada y caracterizada preliminarmente, utilizando la cepa E.coli LMG194 como 
hospedero heterólogo.  
 
Como resultado del tamizaje de la librería de clones construida (ver capítulo 3), se obtuvo 
un clon con actividad lipolítica, cuyo constructo fue introducido en la cepa cepa E.coli 
LMG194. Es así como, luego mantener la expresión de la esterasa en dicha cepa, se 
determinaron las mejores condiciones para la inducción con L-Arabinosa, a la vez que se 
logró establecer que la proteína de interés se expresa en forma de cuerpos de inclusión.  
De esta manera, la fracción proteica resultante de los procedimientos de extracción y 
solubilización de los cuerpos de inclusión y posterior replegamiento de la proteína de 
interés, fue utilizada para los ensayos de preliminares de caracterización, a partir de los 
cuales se determinó que la esterasa obtenida, presenta propiedades de termoestabilidad, 
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exhibiendo una alta actividad a 60°C, en condiciones de pH 8 y una concentración de 
cloruro de sodio de 1 Molar que revela su característica de halófila moderada, 
propiedades que resultan de interés en procesos enzimáticos que implican el uso de 
altas temperaturas y elevadas concentraciones de sales, tales como los que ocurren en 
la industria alimenticia, de textiles y detergentes.  
 
Palabras clave: esterasa, expresión heteróloga, actividad enzimática, bacterias epífitas. 
 Introducción 4.1
Los microorganismos marinos al sobrevivir en un nicho con condiciones extremas de 
temperatura, pH, presión y altas concentraciones de sal, son una fuente promisoria tanto 
de nuevos biocatalizadores como de compuestos bioactivos (Karpushova et al. 2005). 
Entre los biocatalizadores de mayor importancia, las lipasas se caracterizan por su 
amplia especificidad de substrato, alta estéreo y regioselectividad, independencia de 
cofactores, además de su estabilidad y actividad en solventes orgánicos (Park et al. 
2009). 
 
Las enzimas lipolíticas, incluyen las esterasas y lipasas, las cuales pertenecen a la clase 
general de hidrolasas de éster carboxílico (EC 3.1.1) que catalizan tanto la hidrólisis 
como la formación de uniones éster. Mientras que las esterasas (EC 3.1.1.1) hidrolizan 
esteres solubles en agua o esteres emulsificados con ácidos carboxílicos de cadenas 
cortas (10 átomos de carbono), las lipasas (EC 3.1.1.3) actúan en una interface agua-
lípido, sobre ácidos grasos de cadenas largas conformadas por más de 10 átomos de 
carbono (Gao et al. 2016).  
 
La estructura tridimiensional tanto de las lipasas como de las esterasas muestra 
características de un pliegue α/ β compuesto de hélices α y hebras β (Arpigny & Jaeger 
1999). Así mismo estas hidrolasas funcionan mediante la triada catalítica conformada por 
una serina nucleofílica, un ácido catalítico (aspartato o glutamato) y un residuo histidina, 
así como un pentapéptido conservado Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly que se encuentra alrededor 
del sitio activo serina (figura 4-1) y que forma un codo agudo en el centro del pliegue α/β 
(Karpushova et al. 2005). Adicionalmente tanto las esterasas como las lipasas, cuentan 
con elementos en su estructura secundaria llamados tapas (“lids”), los cuales cambian de 
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conformación para exponer la hendidura catalítica de la enzima a los diferentes sustratos 
sobre los cuales esta actúa (Gupta et al. 2004; De Santi et al. 2016). 
 
Si bien dichas hidrolasas están presentes en animales, plantas y microorganismos, las 
enzimas de origen microbiano, se caracterizan por presentar una alta actividad catalítica, 
mayor rendimiento, facilidad en cuanto a la manipulación genética, además de 
requerimientos de bajo costo de producción. Así mismo siendo de las enzimas de mayor 
importancia a nivel funcional, las lipasas juegan un papel relevante en industrias como la 
alimenticia, de detergentes, la farmacéutica, de textiles, papel, cosméticos, polímeros 
biodegradables y biodiesel, entre otras (Park et al. 2009; Su et al. 2016). 
 
Figura 4-1: Localización de la triada catalítica de aminoácidos en las lipasas. 1-serina, 2-
ácidos aspártico o glutámico, 3-histidina. Las hélices indican α-hélices; las flechas indican 




En cuanto a la búsqueda de lipasas de origen microbiano, es importante considerar que  
la gran mayoría de microorganismos presentes en el ambiente natural no son cultivables, 
lo que limita en cierta medida el hallazgo de enzimas con diferentes funciones. En este 
sentido, la metagenómica se ha convertido en una estrategia importante en la 
identificación de nuevas enzimas a partir de complejos microbiomas (Su et al. 2015). De 
esta manera, numerosas enzimas lipolíticas han sido obtenidas a partir de librerías 
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metagenómicas de diferentes fuentes ambientales de origen marino utilizando la bacteria 
Escherichia coli como hospedero heterólogo, así mismo la actividad de las lipasas y 
esterasas es evaluada en agar tributirina o Tween 80 como sustrato, de modo que al 
cultivar librerías metagenómicas sobre placas de agar con estos compuestos, es posible 
identificar clones positivos a través del tamizaje visual, gracias a la formación de un halo 
claro o una zona de cambio de color alrededor de los clones bacterianos (Carissimi et al. 
2007; Kim et al. 2010).  
 
Sin embargo, es importante anotar que pese a que esta es la aproximación más 
empleada en la búsqueda de enzimas y compuestos bioactivos a partir de fuentes 
ambientales, existen ciertas limitaciones relacionadas con la expresión de genes en 
sistemas heterólogos, las cuales se deben a problemas en el reconocimiento del 
promotor, así como en los procesos de transcripción y traducción y en las modificaciones 
post-traduccionales relacionadas con el plegamiento y secreción de las enzimas 
recombinantes de interés para los estudios (Gao et al. 2016; Lan et al. 2016).  
 
Es por esto que las investigaciones se centran en mejorar los mecanismos de expresión 
de enzimas en hospederos heterólogos que favorezcan el hallazgo de nuevas lipasas 
con características particulares, tales como tolerancia a solventes orgánicos, propiedades 
de interés en la industria farmacéutica y para la producción de biodiesel; altas 
concentraciones de sal, útiles en aplicaciones a nivel industrial relacionadas con la 
fabricación de productos marinos; así como condiciones alcalinas complementadas con 
compatibilidad con diferentes componentes, iones metálicos, surfactantes y oxidantes, 
propiedades que resultan de interés en la industria de detergentes (Karpushova et al. 
2005; Su et al. 2016).  
 
De esta manera, la identificación y aislamiento de nuevas lipasas y esterasas además de 
incrementar la diversidad de este grupo enzimático, contribuirá con la selección de 
nuevos biocatalizadores empleados en distintas aplicaciones tanto a nivel biotecnológico 
como industrial (Park et al. 2009; Su et al. 2015). Es por esto que el objetivo descrito en 
el presente capítulo se basa en la obtención de una esterasa sintetizada por bacterias 
epífitas de macroalgas de la especie U. lactuca, la cual fue expresada y caracterizada, 
utilizando una cepa de E.coli como hospedero heterólogo. 
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 Metodología 4.2
4.2.1 Uso de la cepa Escherichia coli  LMG194 como hospedero 
heterólogo 
Teniendo en cuenta que tras los diferentes ensayos de confirmación, se presentó perdida 
de la actividad lipolítica en los clones obtenidos a partir del proceso de subclonación. La 
estrategia utilizada consistió utilizar el constructo proveniente del subclon con mayor 
actividad en el medio con tributirina, para transformar células químicamente competentes 
de la cepa LMG194 (Invitrogen®) (ver Anexo B6), caracterizadas por su capacidad de 
crecer en medio mínimo que al ser suplementado con glucosa, ocasionan la represión del 
promotor araBAD. 
 
Es así como para la extracción plasmídica se utilizó la metodología descrita en el anexo  
B5, de manera el ADN plasmídico (aproximadamente 90 nanogramos/microlitro (ng/μl)) 
resultante, fue transformado mediante choque térmico en células químicamente 
competentes de la cepa LMG194 (Invitrogen®) preparadas tal y como de detalla en el 
anexo B7. Posterior a la transformación, las colonias obtenidas fueron sometidas a 
análisis de confirmación relacionados con la evaluación de la presencia del plásmido con 
el constructo de interés, además de la verificación de la actividad enzimática en medio de 
cultivo con tributirina como sustrato.  
 
Con el fin detectar si la enzima correspondía a una lipasa verdadera, el clon de interés 
fue crecido en agar Tween 20 y agar Aceite de Oliva con Rodamina B como indicador 
(ver Anexo C3 y C4) (Carissimi et al. 2007; Kumar et al. 2012; Ranjitha et al. 2009). De 
manera que tanto el clon, como los controles positivos correspondientes a las cepas 
Pseudomonas aeruginosa y Burkoldheria cepacia fueron incubadas a 37 °C durante 
aproximadamente 1 semana y media, hasta observar la formación de zonas claras de 
degradación de los sustratos evaluados. 
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4.2.2 Inducción del clon con actividad enzimática, utilizando L-
Arabinosa  
Posterior a la verificación se llevaron a cabo los experimentos de expresión en el clon de 
interés, utilizando como control negativo, células de la cepa LMG194 sin transformar. De 
manera que para ambos casos se inocularon 2 ml de medio RM con glucosa (ver anexo 
C5) y ampicilina en una concentración final de 100 microgramos/mililitro (μg/ml) con una 
colonia de proveniente de la cepa recombinante, para la cepa control se utilizó el mismo 
medio pero sin adición de ampicilina. Ambas cepas fueron cultivadas a 37°C con 
agitación constante (200 revoluciones por minuto (rpm)) durante toda la noche hasta 
alcanzar una densidad óptica de 600 nanómetros (nm) en el rango de 1-2.   
 
El siguiente día, cinco tubos con 10 ml de medio RM con glicerol (ver anexo C5) con y sin 
ampicilina 100 μg/ml fueron inoculados con 0.1 ml de los cultivos tanto del recombinante 
como del control, respectivamente. Los cultivos resultantes, fueron incubados a 37°C con 
agitación constante hasta alcanzar una DO600 de aproximadamente 0.5 nm (mitad de la 
fase de crecimiento exponencial), la cual se obtuvo en la mayoría de los ensayos, 
transcurridas 5 horas a partir de la inoculación.  
 
Una vez se alcanzó la densidad óptica requerida, se removió 1 ml de cada cultivo, este 
volumen fue centrifugado a máxima velocidad por 30 segundos (s), de manera que el 
sobrenadante obtenido fue almacenado a -20°C y utilizado como punto cero, del mismo 
modo cada uno de los cinco cultivos tanto del recombinante como del control negativo 
fueron inoculados con L-arabinosa (en concentraciones de 20%, 2%, 0.2%, 0.02% y 
0.002%), respectivamente, tal y como se describe en la tabla 4-1. Los cultivos fueron 
entonces incubados a 37°C en ensayos realizados durante 4, 5 y 6 horas de incubación, 
con el fin de identificar las mejores condiciones para la expresión de la proteína de 
interés. Finalmente, se tomó 1 ml de las muestras, volumen que fue centrifugado y 
almacenado para su análisis posterior tal y como se describe a continuación.  
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Tabla 4-1: Concentraciones de arabinosa utilizadas para los ensayos de inducción del 
clon con actividad lipolítica 
           
Tubo Solución stock Volumen (ml) Concentración final 
1 0.002% 0.09 0.00002% 
2 0.02% 0.09 0.0002% 
3 0.2% 0.09 0.002% 
4 2% 0.09 0.02% 
5 20% 0.09 0.2% 
 
Para la extracción y visualización de las proteínas tras los ensayos de inducción con L-
Arabinosa, los pellets celulares fueron resuspendidos en buffer STE (Tris-HCl 10 mM pH 
8, NaCl 150 mM y EDTA 1 mM) y sometidos a un proceso de sonicación, el cual se 
realizó cinco veces durante un transcurso de 30 segundos (s) seguidos por tiempos de 
descanso en hielo de entre 30-60 s. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 
máxima velocidad durante 15 min a 4°C, de manera que los sobrenadantes resultantes 
fueron almacenados a -20°C hasta su análisis mediante electroforesis (Zhou et al. 2005). 
4.2.3 Aislamiento, solubilización y replegamiento de cuerpos de 
inclusión 
Considerando el hecho que muchas proteínas recombinantes pueden plegarse como 
cuerpos de inclusión. Se emplearon metodologías estandarizadas para la separación y 
replegamiento de este tipo de estructuras in vitro. Con el fin de liberar los cuerpos de 
inclusión, los cultivos celulares fueron resuspendidos en 7.5 ml de buffer STE y 
sonicados 15 veces en pulsos de 30 s, seguidos por tiempos de descanso en hielo de 
entre 30-60 s, posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 10.000 gravedades (g) 
por 25 min, de manera que los pellets celulares obtenidos fueron resuspendidos en 12 ml 
de STE junto con 3 ml de Triton X-100, incubados a 4°C durante 15 minutos y 
centrifugados a 10000 gravedades (g) por 10 min. Este paso fue repetido cuatro veces, 
utilizando Triton X- 100 al 1%, NaCl 2M, NaCl 1M y agua destilada, respectivamente. 
Posteriormente para la solubilización de los cuerpos de inclusión, los pellets fueron 
resuspendidos en 4 ml de STE con Sarcosyl al 0.3% e incubados a temperatura 
ambiente en condiciones de agitación continua durante 30 minutos, luego se llevó a cabo 
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una centrifugación a máxima velocidad durante 20 min con el fin de remover el material 
insoluble presente en la muestra. Finalmente, los sobrenadantes obtenidos fueron 
sometidos a un proceso de diálisis, utilizando PBS (NaCl 140 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 
10 Mm, KH2PO4 1.8 mM, pH 7.3) a 4°C durante 24 horas, cambiando el buffer cada 8 
horas (Zhuo et al. 2005).  
 
La concentración de proteínas fue determinada mediante flurometría por Quibit 
(Invitrogen®). Tanto el producto de la extracción de proteínas, como el resultante del 
aislamiento de cuerpos de inclusión fueron analizados mediante electroforesis en geles 
de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE por sus siglas en inglés). Las 
diferentes electroforesis se llevaron a cabo en geles al 12% (7 x 8 cm y 0.75 mm de 
espesor), utilizando una cámara mini PROTEAN 3 (Bio-Rad®) a 100 V, durante 
aproximadamente dos horas. Para las corridas se utilizó Buffer Tris- Glicina - SDS 0.1%. 
Como marcadores de peso molecular se emplearon los estándar Opti-protein XL marquer 
(abm®) e HyperPAGE Prestained Protein Marker 10-190KDa. Para la tinción de 
proteínas se utilizó Azul Brillante de Coomassie (G- 250) al 0,125 % y para el 
procedimiento de desteñido, una solución compuesta por metanol 10%, ácido acético 
10% y agua 80% (Laemmli 1970). Los geles obtenidos fueron visualizados y digitalizados 
por medio del transiluminador UV Molecular Imager® Gel Doc™ XR System 2000, 
usando el filtro específico para proteínas.  
4.2.4 Purificación de la proteína recombinante presente en el clon 
con actividad enzimática 
En este estudio se utilizó el sistema de purificación ProBond TM (Life TechnologiesTM), el 
cual consiste en una resina quelante de níquel, que exhibe alta afinidad y selectividad por 
proteínas recombinantes que presentan polihistidinas en el C-terminal. El kit está 
compuesto por una resina que contiene ácido iminodiacético como ligando quelante en 
una matriz de agarosa, el cual se encuentra unido a iones niquel Ni2+ mediante 3 sitios de 
coordinación. De manera que la purificación, se basa en la interacción que ocurre entre 
los residuos histidina cargados negativamente y los iones Ni2+ presentes en la resina.   
 
Este kit se utilizó siguiendo el protocolo para la purificación en condiciones nativas, con el 
fin de obtener una fracción proteica con actividad. También se utilizó el protocolo híbrido, 
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considerando que la proteína de interés en este estudio, al parecer se expresa en forma 
de cuerpos de inclusión y por ende un porcentaje de ésta se encuentra en la fracción 
insoluble del extracto proteico. Dicho protocolo propone realizar tanto la extracción de 
proteínas como la preparación de la columna en condiciones desnaturalizantes, para 
luego usar buffers nativos durante los pasos de lavado y elución, con el fin de promover 
el replegamiento de la proteína y la posterior determinación de su actividad biológica. En 
ambos casos se siguieron las recomendaciones del fabricante tanto en los procesos de  
extracción de proteínas como en los de preparación de la columna y posterior purificación 
de la muestra (Life TechnologiesTM).  
4.2.5 Ensayos preliminares para la caracterización bioquímica de 
la enzima obtenida  
La actividad lipolítica se determinó mediante la estimación colorimétrica de la liberación 
de p-nitrofenil, que se produce como resultado de la hidrólisis enzimática del p-nitrofenil 
butirato. La mezcla de reacción estuvo compuesta por 100 μl de p-nitrofenil butirato 
diluido en isopropanol (10 mmolL-1), 890 μl de buffer Tris-HCl pH 8 y 10 μl del extracto 
obtenido tras el paso de purificación (Gupta et al. 2002; Su et al. 2016). La cantidad de p-
nitrofenil fue cuantificado en un espectrofotómetro a 410 nm, después que la reacción 
enzimática fue detenida por la adición de 1 ml de SDS al 5%. De esta manera una unidad 
de actividad lipolítica fue definida como la cantidad de enzima requerida para liberar 1 
(micromol/litro) μmol L-1 de p-nitrofenil por minuto. Todos los ensayos fueron realizados 
por triplicado y se calcularon los valores promedio. La actividad relativa fue definida como 
el porcentaje del valor máximo de actividad enzimática (Su et al. 2016).  
 
Para determinar el efecto de la temperatura en la actividad de la enzima, esta fue 
evaluada preincubando la mezcla de reacción sin el extracto enzimático a temperaturas 
entre 0 y 65° durante 10 minutos, transcurrido este tiempo se añadió el extracto 
enzimático necesario para que ocurriera la reacción. Con el fin de evaluar la 
termoestabilidad, el extracto enzimático se incubó a 55°C y 60°C en diferentes tiempos: 
30, 60, 90 y 120 mins, respectivamente. El pH óptimo para la enzima, se evaluó en buffer 
con diferentes valores de pH en el rango entre 5 hasta 10 y en una relación extracto 
enzimático: buffer de 1:5, respectivamente. En este ensayo se utilizó buffer fosfato (pH 5-
7) y buffer glicina-NaOH (pH 8-10). Finalmente la propiedad de halotolerancia fue 
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examinada evaluando concentraciones entre 0-4 mol L-1 de cloruro de sodio (NaCl) de 
manera que la muestra con 0 (moles/litro) mol L-1 NaCl fue tomada como control (Yuan et 
al. 2015; Hongfei et al. 2016). 
 Resultados 4.3
4.3.1 Uso de la cepa Escherichia coli  LMG194 como hospedero 
heterólogo 
La estrategia consistente en utilizar el constructo proveniente del subclon con mayor 
actividad, para transformar células químicamente competentes de la cepa LMG194 
(Invitrogen®), dio como resultado la obtención de clones con actividad lipolítica en medio 
con tributirina como sustrato. La figura 4-2a muestra la extracción de plásmidos 
provenientes del subclon con actividad lipolítica, estos presentaron un tamaño 
aproximado de 5000 pares de bases (pb). La figura 4-2b muestra las clones que 
generaron halos claros en medio con tributirina, una vez realizado el proceso de 
transformación. Del mismo modo, esta estrategia implementada promovió la obtención de 
un clon con actividad lipolítica estable en el tiempo. La figura 4-3 evidencia la hidrólisis 
del sustrato tributirina, actividad que se mantuvo estable tras diferentes rondas de 
confirmación. 
 
Figura 4-2: Resultados de la estrategia de transformación de la cepa E. coli LMG194 con 
el constructo proveniente del subclon con actividad lipolítica. El campo a muestra la 
extracción de plásmidos (pozos 1, 2, 3 y 4) del subclon con actividad. El campo b 
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Figura 4-3: Actividad enzimática evaluada en medio con tributirina (1%). a y b muestran 




La activad de este clon también fue evaluada en agar Tween 20 y agar Aceite de Oliva 
con Rodamina B como indicador. Tras varios días de incubación se observó actividad 
enzimática en el medio con Tween 20, este es un lípido que contiene un enlace estérico 
con un ácido graso de cadena media, de manera que la actividad enzimática en medios 
con este sustrato, se evidencia por la aparición de una zona de precipitación de la sal de 
calcio del ácido graso, producto de la hidrólisis del Tween 20 (figura 4-4 a y b). En el 
medio con aceite de oliva y rodamina B como indicador, no se observó la emisión de 
fluorescencia luego de exponer el cultivo a luz ultravioleta, lo cual indica que no hubo 
actividad enzimática sobre este sustrato, lo que sí ocurrió en la cepa Pseudomonas 
aeruginosa utilizada como control positivo para esta prueba (figura 4-4 c y d). Estos 
resultados indican que la enzima no se comporta como una lipasa verdadera, sino que 
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Figura 4-4: Actividad enzimática agar Tween 20 y agar Aceite de Oliva con Rodamina B 
como indicador. Los campos a y b muestran la actividad del clon y del control positivo 
(Pseudomonas aeruginosa) en agar Tween 20, se observa la formación de una zona de 
precipitación alrededor de la región de inoculación. Los campos c y d muestran la 
actividad evaluada en medio con aceite de oliva y Rodamina B como indicador, se 





4.3.2 Inducción del clon con actividad enzimática, utilizando L-
Arabinosa 
Una vez evaluadas diferentes concentraciones de L- Arabinosa (20%, 2%, 0.2%, 0.02% y 
0.002%), además de tiempos de inducción de 4, 5 y 6 horas respectivamente, con el fin 
de identificar las mejores condiciones de inducción para la proteína recombinante, el 
análisis de los geles en condiciones desnaturalizantes evidenciaron que una 
concentración de L-Arabinosa del 0.2% y un tiempo de inducción de 5 horas, favorecen la 
expresión de la proteína de interés, la cual al parecer corresponde a una proteína de 
aproximadamente 30 KDa (figura 4-5). Del mismo modo la concentración del extracto 
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Figura 4-5: Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) realizada a 
partir de los extractos proteicos obtenidos tras el proceso de inducción con L-arabinosa 




Carril 1: inducción con L-arabinosa al 20%, carril 2: inducción con L-arabinosa al 2%, 
carril 3: inducción con L-arabinosa al 0.2%, carril 4: inducción con L-arabinosa al 0.02%, 
carril 5: inducción con L-arabinosa al 0.002%, carril 6: cepa LMG194 sin transformar, 
carril 7: recombinante sin inducción con L-arabinosa. La flecha roja señala la posible 
proteína recombinante de interés para el estudio. 
4.3.3 Aislamiento, solubilización y replegamiento de la proteína 
en forma de cuerpos de inclusión 
Tras implementar varias metodologías estandarizadas para el aislamiento, solubilización 
y replegamiento de proteína expresadas en forma de cuerpos de inclusión, el protocolo 
propuesto por Zhuo y colaboradores (2005), permitió la extracción de una fracción 
proteica que al parecer contiene la proteína recombinante de interés para el estudio 
(figura 4-6), la cual luego del proceso de diálisis fue liofilizada y concentrada, 
obteniéndose alrededor de 1.04 mg de proteína, este producto fue posteriormente 
utilizado para los ensayos preliminares de caracterización. 
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Figura 4-6: Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) realizada a 
partir de los extractos proteicos obtenidos tras la extracción de los cuerpos de inclusión. 
Carril 1: fracción soluble del extracto proteico, carriles 2, 3 y 4: extracción de cuerpos 





4.3.4 Purificación de la proteína recombinante presente en el clon 
con actividad enzimática 
Los ensayos de separación realizados a partir del extracto proteico resultante tras el 
proceso de inducción y utilizando el sistema de purificación ProBond TM (Life 
TechnologiesTM) en condiciones nativas e híbridas, dieron como resultado la separación 
de fracciones proteicas con la proteína de interés (datos no mostrados). Sin embargo, es 
importante resaltar que restan más ensayos con miras a mejorar las condiciones de 
separación necesarias para la obtención de un extracto puro.  
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4.3.5 Ensayos preliminares para la caracterización bioquímica de 
la enzima obtenida  
El efecto de la temperatura (figura 4-7) sobre la actividad de la esterasa fue determinado 
espectrofotométricamente utilizando p-nitrofenil butirato como sustrato. De modo que 
luego de evaluar un rango de temperatura entre 0°C y 65°C, se observó que la enzima 
mostró una activad óptima a 60°C (figura 4-7), así mismo, la actividad de la enzima 
disminuyó hasta un 50% cuanto esta fue incubada a 65°C.  
 
Figura 4-7: Efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima esterasa. Los 
ensayos se realizaron evaluando un rango de temperaturas entre 0°C y 65°C. La máxima 




Con base en estos resultados, se evaluó la termoestabilidad de la enzima incubándola a 
55°C y 60°C durante 30, 60, 90 y 120 minutos, respectivamente. Los resultados 
obtenidos muestran que la enzima es altamente estable, manteniendo un 94% de su 
actividad luego de 120 mins de incubación a 60 °C (figura 4-8).  
 
El efecto del pH sobre la actividad de la esterasa fue determinado 
espectrofotométricamente en diferentes buffers y utilizando p-nitrofenil butirato como 
sustrato, el set de pH evaluado fue estuvo en el rango entre 5.0 y 10.0 respectivamente. 
Una vez realizadas las mediciones, se encontró que la esterasa fue más activa a pH 8.0, 
presentando alrededor del 37% de actividad a pH 5.0, así como 11% de actividad en el 
buffer a pH 10 (figura 4-9). 
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Figura 4-8: Evaluación de la termoestabilidad de la enzima. Los ensayos se realizaron 
midiendo la actividad enzimática cada 30 minutos durante una hora y media, a 55°C y 
60°C, respectivamente. Los puntos rojos representan la actividad a 55°C y los azules a 
66°C. La máxima actividad fue tomada como el 100%. 
 
 
Figura 4-9: Efecto del pH sobre la actividad de la esterasa. Los ensayos se realizaron en 




En cuanto al efecto de la salinidad sobre la actividad enzimática, se evaluaron soluciones 
de cloruro de sodio entre 0 y 4 mol L-1, los resultados mostraron que la mayor actividad 
de la enzima se presentó en la concentración de 1 mol L-1 de cloruro de sodio (figura 4-
Resultados preliminares relacionados con la obtención de una esterasa 
sintetizada por bacterias epífitas de U. lactuca 101 
 
10), así mismo se observó que a una concentración de cloruro de sodio de 4 mol L-1, la 
proteína presentó el 65% de actividad. 
 
Figura 4-10: Efecto de la salinidad sobre la actividad de la esterasa. Los ensayos se 
realizaron en soluciones con diferentes concentraciones de cloruro de sodio (1-4 mol L-1) 
 
 
 Discusión  4.4
Teniendo en cuenta la importancia de las lipasas y esterasas en la biocatálisis industrial, 
la obtención de enzimas provenientes de ambientes marinos, resulta de gran interés en 
la medida en estas enzimas son estables en condiciones de salinidad y altas 
temperaturas. En este estudio fue posible expresar en E. coli como hospedero 
heterólogo, una esterasa obtenida tras el tamizaje de una librería de clones construida a 
partir de ADN de bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. lactuca.  
 
Pese a que se presentaron dificultades en cuanto a la pérdida de actividad enzimática en 
algunos de los clones obtenidos, el uso de la cepa E. coli LMG194 como hospedero 
heterólogo resultó ser la solución para mantener la expresión de la proteína 
recombinante. Esta cepa se caracteriza por promover el transporte del inductor L-
arabinosa, sin metabolizarlo, con lo cual se garantiza que el inductor se mantenga 
constante dentro de la célula. Del mismo modo, otra característica de la cepa de E. coli 
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LMG194 es su capacidad para crecer en un medio mínimo como el RM, el cual 
suplementado con glucosa, ayuda a prevenir la expresión basal de la proteína, con lo que 
se reduce su posible efecto tóxico antes de que la inducción sea promovida (Karpushova 
et al. 2005).  
 
El mecanismo de inducción ocurre porque el vector pBAD contiene el promotor PBAD del 
operón de la arabinosa y su gen regulador araC. De manera que la proteína AraC se 
comporta como un regulador tanto positivo como negativo. En presencia de arabinosa, la 
transcripción del promotor PBAD es promovida, mientras que en ausencia del inductor, la 
transcripción ocurre a muy bajos niveles (Guzman et al. 1995) (ver anexo A4). 
 
En este sentido, las mejores condiciones de inducción, específicamente en lo que tiene 
que ver con el tiempo y la concentración del inductor, se presentaron tras 5 horas de 
incubación con L-arabinosa al 0.2%. Dichas condiciones son similares a las obtenidas en 
estudios previos, en los cuales se ha determinado que concentraciones o muy bajas o 
muy altas de inductor, hacen el proceso ineficiente y disminuyen la actividad de la 
proteína recombinante (Kaur et al. 2017).  
 
Por otra parte, en este al igual que en otros estudios relacionados con la expresión de 
genes lipolíticos provenientes de muestras ambientales, una fracción de la expresión de 
la proteína de interés ocurrió en forma de cuerpos de inclusión (Couto et al. 2010; Tang 
et al. 2017). Los cuales corresponden a agregados densos de proteínas, que pueden 
conformarse por un 40% o hasta un 90% de proteína recombinante (Zhuo et al. 2005). 
 
La metodología de extracción implementada en este estudio, permitió la recuperación de 
la forma activa de la proteína de los cuerpos de inclusión. Dicha metodología tuvo en 
cuenta varios factores, entre estos el uso de centrifugación a alta velocidad, la cual 
facilitó el aislamiento de los cuerpos de inclusión de las células de E. coli, debido a que 
éstos son más densos que la mayoría de los componentes celulares. Del mismo modo, 
se empleó el detergente sarkosyl en una concentración del 0.3%, con el fin de promover 
la solubilización de los cuerpos de inclusión sin afectar la estructura secundaria nativa de 
la proteína. Posteriormente como paso final, se promovió el replegamiento de la proteína 
utilizando una metodología de diálisis, la cual favorece la remoción de agentes 
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desnaturalizantes que puedan interferir con la actividad de la proteína recombinante 
(Zhuo et al. 2005).  
 
Si bien la producción extracelular de una proteína recombinante es una característica 
altamente deseable a nivel industrial. El hecho de que esta se exprese en forma de 
cuerpos de inclusión puede verse como una ventaja, en la medida en que la 
conformación de estos agregados protege a la proteína recombinante de la degradación 
proteolítica por parte de las enzimas celulares del hospedero. Por otra parte, los cuerpos 
de inclusión pueden separarse fácilmente de las proteínas solubles del hospedero, razón 
por la cual se reducen los pasos de separación requeridos, lo que a su vez incrementa la 
eficiencia del producto purificado (Rudolph & Lilie 1996). 
 
Luego de obtenida la proteína, se llevó a cabo su caracterización preliminar. Esta enzima 
es una esterasa, en la medida en que no ocurrió hidrólisis cuando se realizó la 
evaluación de su actividad en medio con aceite de oliva como sustrato, lo que si se 
ocurrió en la cepa Pseudomonas aeruginosa utilizada como control positivo para esta 
actividad. La caracterización preliminar de esta enzima se llevó a cabo utilizando p-
nitrofenil butirato como sustrato, encontrándose que su máxima actividad se obtuvo a una 
temperatura de 60°C. Del mismo modo la proteína se mostró estable aún después de 
120 minutos de incubación a esta temperatura, lo que demuestra su buena 
termoestabilidad. Esta propiedad, resulta de interés en diversos procesos biotecnológicos 
considerando que muchas reacciones enzimáticas son sensibles a los efectos 
ocasionados por altas temperaturas.  
 
Por otra parte condiciones de pH 8 y una concentración de cloruro de sodio de 1 mol L-1 
también favorecieron la máxima actividad de la enzima. Esta característica también ha 
sido descrita en estudios relacionados con la clonación, expresión y caracterización de 
genes lipolíticos provenientes de bacterias marinas (Hongfei et al. 2016), en los cuales se 
determinó que si bien la actividad enzimática no incrementa en presencia de cloruro de 
sodio, la enzima muestra tolerancia a este compuesto en un rango entre 0-4 mol L-1 y es 
más activa a 1 mol L-1, tal y como ocurrió en este estudio. 
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Finalmente es importante mencionar que los resultados descritos corresponden a 
ensayos preliminares y que es necesaria la evaluación de más parámetros, tales como el 
efecto de iones, solventes y detergentes sobre la actividad enzimática, así como la 
especificidad del sustrato, con el fin de completar la caracterización de la esterasa de 
interés para este estudio.  
 
 Conclusión 4.5
Una esterasa obtenida a partir de una librería de clones construida con ADN de bacterias 
epífitas de macroalgas de la especie U. lactuca, fue expresada en E. coli LMG194 como 
hospedero heterólogo, esta enzima se caracterizó por presentar propiedades de 
termoestabilidad exhibiendo una alta actividad a 60°C, en condiciones de pH 8 y una 
concentración de cloruro de sodio de 1 mol L-1, propiedades que resultan de interés en 
procesos enzimáticos que implican el uso de altas temperaturas y elevadas 
concentraciones de sales, tales como los que ocurren en la industria alimenticia y de 
detergentes.
 
Capítulo 5. Discusión general 
Las macroalgas además de ser productores primarios e influir en la estructura de los 
sedimentos y la trayectoria del agua, se caracterizan por ser importantes superficies para 
el establecimiento de microorganismos epífitos, de los cuales un 90% corresponden a 
grupos bacterianos (Tujula et al. 2009). En este sentido, la implementación de 
metodologías dependientes de cultivo, complementadas con aproximaciones 
metagenómicas han generado valioso conocimiento acerca de las poblaciones 
microbianas presentes en ambientes tan diversos como el mar (Martin et al. 2016). El 
presente trabajo de tesis, empleó estas dos aproximaciones enfocadas al estudio de la 
comunidad de bacterias epífitas asociadas a macroalgas de la especie U. lactuca, 
presentes en el litoral rocoso de “la Punta de la Loma” (Santa Marta- Caribe 
Colombiano).  
 
De esta manera, análisis basados en el gen ARNr 16S, permitieron describir los 
principales grupos de bacterias epífitas, así como la dinámica de la comunidad 
bacteriana en una escala temporal evaluada durante tres años de muestreo (2014-2016). 
Adicionalmente aproximaciones dependientes de cultivo complementadas con 
metagenomica funcional, permitieron explorar el potencial de estas bacterias como 
productoras de enzimas. Es así como, los resultados obtenidos en este estudio, se 
constituyen en nuevo conocimiento referente a la comunidad de bacterias epífitas, la cual 
hasta la fecha no había sido estudiada en macrolagas del género Ulva, presentes en el 
Caribe Colombiano. 
 
Descripción de la comunidad de bacterias epífitas mediante análisis del gen ARNr 
16S  
Conocer la estructura y dinámica de las comunidades microbianas es fundamental para 
entender las interacciones existentes entre las bacterias epífitas y sus hospederos 
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macroalgales. En este sentido, los resultados obtenidos en este estudio revelaron que la 
fracción cultivable de bacterias epífitas de U. lactuca, está representada principalmente 
por bacterias del género Vibrio sp. (Capítulo 2, sección 2.3.1). En cuanto al estudio del 
componente no cultivable, las curvas de rarefacción basadas en el número de OTUs en 
función de las secuencias por muestra, indican una disminución en la pendiente y se 
aproximan a una asíntota (Capítulo 2, figura 2-8), lo cual es un indicio de que los 
muestreos realizados a través del tiempo (2014-2016), representan la diversidad de 
bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. lactuca.  
 
Del mismo, los resultados de la secuenciación permitieron establecer que la comunidad 
de bacterias epífitas está representada por los fila Protebacteria (principalmente 
Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria), Bacteroidetes, Cyanobacteria, 
Deinococcus-Thermus y Actinobacteria (Capítulo 2, sección 2.3.2.2), los cuales a 
excepción del filim Deinococcus-Thermus, también han sido descritos como grupos 
bacterianos asociados a macroalgas de otras zonas del mundo tales como Ulva 
intestinalis (Mar Báltico) (Lachnit et al. 2009; Lachnit et al. 2011) y Ulva australis 
(Australia) (Tujula et al. 2009; Longford et al. 2007 Burke et al. 2011). De manera que la 
identificación de este filum resulta de interés, en la medida en que este agrupa bacterias 
resistentes a la desecación, las cuales hasta este estudio, no habían sido descritas como 
parte de la comunidad de bacterias epifitas de macroalgas del género Ulva.  
 
Por otro lado, luego de evaluar los patrones de diversidad en las muestras obtenidas, se 
determinó que el año 2015 presentó la mayor diversidad de especies (Capítulo 2, sección 
2.3.2.2). Adicionalmente al comparar con respecto al año de muestreo, se detectaron 
diferencias estadísticamente significativas, las cuales al parecer se deben al año 2016 
(segundo muestreo) y se explican como consecuencia de un aumento en la abundancia 
de las familias Rhodobacteraceae, Hyphomonadaceae, además de una disminución en el 
número de secuencias asignadas a la familia Flavobacteriaceae (Capítulo 2, figura 2-10). 
Estos dos hallazgos pueden deberse a factores climáticos que afectaron la región de 
Santa Marta durante el periodo de tiempo en el cual se realizó el presente estudio y que 
se presentaron como consecuencia del Fenómeno de El Niño 2015-2016. 
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Al comparar a niveles taxonómicos inferiores tales como familia y género (Capítulo 2, 
sección 2.3.2.2) se observaron diferencias en cuanto a los resultados obtenidos a partir 
del estudio de bacterias epífitas de macroalgas del género Ulva presentes en otras 
regiones del mundo (Lachnit et al. 2011; Tujula et al. 2009; Longford et al. 2007 Burke et 
al. 2011), lo que reafirma la validez de la teoría propuesta por Burke y colaboradores 
(2011), que establece la no existencia de una comunidad de bacterias epífitas específica 
de macroalgas del género Ulva. Esta afirmación se apoya con la hipótesis de la lotería 
(Sale 1976; Munday 2004), la cual propone que en un gremio de bacterias que poseen 
las habilidades metabólicas y funcionales requeridas para colonizar varios nichos sobre 
la superficie macroalgal, cualquier especie que sea capaz de encontrar y ocupar la 
superficie primero, será entonces la que la colonice.  
 
Evaluación de la actividad enzimática en la comunidad de bacterias epífitas de U. 
lactuca 
Como complemento a los patrones de diversidad bacteriana, el estudio de la función de 
las comunidades microbianas resulta interesante para evaluar el potencial de estos 
microorganismos en la producción de compuestos bioactivos y enzimas. En este sentido, 
la aproximación dependiente de cultivo, seguida por la selección de aquellos aislamientos 
que muestren la actividad de interés, todavía se constituye como una herramienta útil 
para la búsqueda de enzimas bacterianas provenientes de distintas fuentes ambientales 
(Martin et al. 2014).  
 
Sin embargo; es importante considerar que estos métodos dependientes de cultivo, 
restringen la diversidad de los hallazgos, ya que sólo un porcentaje de microorganismos 
son cultivables (menos del 1% en la mayoría de muestras ambientales). Tal y como 
ocurrió en este estudio en lo referente al género Vibrio, el cual fue dominante en la 
fracción cultivable de bacterias epífitas aisladas de U. lactuca (Capítulo 2, sección 2.3.1); 
sin embargo, solo representó el 0.4% de las secuencias asignadas mediante la 
aproximación metagenómica enfocada en el análisis del gen ARNr 16S (datos no 
mostrados).  
 
En este sentido, la implementación de aproximaciones en metagenómica funcional han 
promovido la identificación de nuevas enzimas partiendo de muestras ambientales de 
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diferentes regiones del mundo (Martin et al. 2016). De manera que, los resultados 
obtenidos en este estudio, basados en la evaluación tanto de las bacterias cultivables 
como del componente no cultivable, enfocada en la búsqueda de enzimas sintetizadas 
por bacterias epífitas, demostraron el potencial biotecnológico de las bacterias epífitas de 
U. lactuca como nuevas fuentes de enzimas de origen marino. 
 
En cuanto al componente cultivable, el 56% de las bacterias aisladas de la superficie de 
U. lactuca presentaron actividad enzimática en al menos uno de los sustratos evaluados, 
además de producir sideróforos (Capítulo 3, sección 3.2.2). Por otro lado, el tamizaje 
funcional de una librería de metagenómica construida con ADN de bacterias epífitas, 
permitió la obtención de clones, los cuales tras el proceso de subclonación presentaron 
actividad amilolítica y lipolítica en medios de cultivo con sustratos específicos (Capítulo 3, 
sección 3.3.1.5). Lo que demuestra que factores como la presencia de carbohidratos, 
lípidos y proteínas disponibles en la superficie de U. lactuca, favorece el crecimiento de 
microorganismos epífitos, los cuales asimilan estos compuestos mediante la síntesis de 
diversos tipos de enzimas (Hehemann et al. 2014; Lachnit et al. 2011).  
 
Obtención de una esterasa sintetizada por bacterias epífitas de U. lactuca  
Si bien aún se presentan dificultades en cuanto a la expresión de ADN en hospederos 
heterólogos, los cuales se deben a problemas en el reconocimiento del promotor, así 
como en los procesos de transcripción y traducción y en las modificaciones post-
traduccionales relacionadas con el plegamiento y secreción de las enzimas 
recombinantes (Gao et al. 2016; Lan et al. 2016). Estudios previos han llevado a cabo 
este proceso de manera exitosa, algunos de estos enfocados en la búsqueda de lipasas 
y esterasas de origen marino, teniendo en cuenta la importancia de estas enzimas en la 
biocatalisis industrial (Couto et al. 2010).  
 
Es así como, otro resultado importante de este estudio consistió en la expresión en E. 
coli LMG194 de una esterasa obtenida a partir de una librería de clones construida con 
ADN de bacterias epífitas de macroalgas de la especie U. lactuca (Capítulo 4, secciones 
4.3.1 y 4.2.2). Tras mantener la actividad de la esterasa en dicha cepa, se logró 
establecer que la proteína de interés se expresa como cuerpos de inclusión (Capítulo 4, 
sección 4.3.3). Este resultado, puede verse como una ventaja, en la medida en que la 
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conformación de estos agregados protege a la proteína recombinante de la degradación 
proteolítica por parte de las enzimas celulares del hospedero. Por otra parte, los cuerpos 
de inclusión pueden separarse fácilmente de las proteínas solubles del hospedero, razón 
por la cual se reducen los pasos de separación requeridos, lo que a su vez incrementa la 
eficiencia del producto purificado (Rudolph & Lilie 1996). 
 
De esta manera, metodologías previamente estandarizadas (Zhuo et al. 2005) 
permitieron la extracción y solubilización de los cuerpos de inclusión, así como el 
posterior replegamiento de la proteína de interés. La fracción proteica resultante, fue 
utilizada para los ensayos de preliminares de caracterización, a partir de los cuales se 
determinó que la esterasa obtenida, presenta propiedades de termoestabilidad, 
exhibiendo una alta actividad a 60°C, en condiciones de pH 8 y una concentración de 
cloruro de sodio de 1 Molar (Capítulo 4, sección 4.2.5), propiedad que resulta de interés 
en procesos enzimáticos que implican el uso de altas temperaturas, tales como los que 
ocurren en la industria alimenticia. 
 
En conclusión, este estudio permitió describir la comunidad de bacterias epífitas de 
macroalgas de la especie U. lactuca presentes en el litoral rocoso de “la Punta de la 
Loma” (Santa Marta- Colombia), mediante un análisis metagenómico, complementado 
con el estudio de bacterias cultivables aisladas de superficies macroalgales. Del mismo 
modo reveló el potencial que tienen estas bacterias como fuente de enzimas de origen 
marino, las cuales debido a sus características funcionales presentan amplio interés en 
diversos procesos a nivel biotecnológico. 
Conclusiones generales 
 
Se describió por primera vez para Colombia, la comunidad de bacterias epífitas de U. 
lactuca presentes en el litoral rocoso de la Punta de la Loma, utilizando un muestreo 
temporal que fue lo suficientemente profundo para cubrir la diversidad bacteriana. 
 
Mediante el uso de aproximaciones dependientes e independientes de cultivo se 
demostró el potencial de bacterias epífitas de U. lactuca como fuente de enzimas y 
sideróforos de origen marino.  
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Dos hallazgos de este estudio consisten en la obtención de subclones con actividad  
amilolítica a partir de la librería metagenómica construida. Así como el aislamiento de  
cepas con actividad lipolítica luego del tamizaje realizado. 
 
Se obtuvo una esterasa sintetizada por bacterias epífitas, expresada en E. coli LMG194 
como hospedero heterólogo, esta enzima presentó la mayor actividad a 60°C, en 
condiciones de pH 8 y una concentración de cloruro de sodio de 1 mol L-1, estas 
propiedades son de interés en la industria de alimentos, de textiles y de detergentes 
entre otras. 
 
Recomendaciones para futuros estudios 
 
Con miras a obtener un panorama global de la interacción entre macroalgas y bacterias 
epífitas, se recomienda tener en cuenta la diversidad bacteriana presente en el agua de 
mar circundante a las poblaciones de macroalgas y de esta manera, comparar la 
composición de grupos entre muestras de agua de mar y aquellas provenientes de 
bacterias epífitas de superficies macroalgales.  
 
Es importante considerar el efecto de las condiciones medioambientales durante los 
muestreos y por ende llevar a cabo la toma de parámetros fisicoquímicos, como 
complemento a los estudios microbiológicos y moleculares realizados sobre la 
comunidad de bacterias epífitas de U. lactuca.  
 
La aproximación en metagenómica funcional utilizada en este estudio, podría 
complementarse con análisis de secuenciación a través de tecnológicas de última 
generación, que permitan obtener una visión general de las funciones presentes en la 
interacción que ocurre entre bacterias epífitas y U. lactuca.  
 
El estudio del componente cultivable de bacterias epífitas aisladas de superficies 
macroalgales, resultó ser una buena estrategia para la búsqueda de enzimas, razón por 
la que sería de gran utilidad trabajar en mejorar las condiciones de aislamiento y cultivo, 
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enfocadas en la búsqueda de grupos particulares de enzimas, así como de compuestos 
bioactivos sintetizados por bacterias epífitas. 
 
Como se mencionó en el capítulo cuatro de este documento, se realizaron ensayos 
preliminares para la caracterización de la esteresa expresada en E. coli LMG194 como 
hospedero heterologo, sin embargo, restan experimentos que complementen los 
resultados obtenidos, en particular en lo referente a la evaluación del efecto de iones, 
detergentes y solventes sobre la actividad de la enzima, así como lo relacionado con la 
especificidad del sustrato y la vida media de la enzima.    
 
Se recomienda llevar a cabo una vigilancia tecnológica enfocada en detectar posibles 
aplicaciones biotecnológicas para enzimas termoestables y con cierta tolerancia a la 
salinidad, propiedades detectadas en la enzima obtenida en el presente estudio. 
 
Continuar con el estudio de los demás clones con actividad tanto amilólitica como 
lipolítica, obtenidos como resultado del tamizaje de la librería de clones construida con 
ADN de bacterias epífitas de U. lactuca, utilizando como estrategia el uso de otros 




A. Anexo: Tablas y figuras complementarias 





















1,45 1,05 0 2,6 
1_4 Vibrio antiquarius 1,25 3,15 0 2 
2_7 Vibrio natriegens 1,9 2,35 0 0,7 
154 Vibrio nereis 0,9 1,2 0 3 




1,4 1,35 0 1,3 
















1,1 2,15 0 0,5 








1,55 2,76 1,2 2,85 
4_17 Vibrio alginolyticus 1,7 1,7 0 1,35 
4_19b Vibrio harveyi 1,9 2,9 0,75 1,2 
4_20 Vibrio alginolyticus 1,6 2,95 0 3,85 




2 1,95 0 0 




1,3 2,8 0 2,8 
5_25 Vibrio diabolicus 1,85 1,4 0 1,85 
6_27 Vibrio azureus 1,15 3,5 0 0,75 
6_28 Vibrio antiquarius 1,4 2,85 0 1,85 
6_29 Vibrio alginolyticus 1,4 2,85 0 1,5 
6_30 Vibrio harveyi 2,2 2,55 0 2 
7_32 Vibrio antiquarius 1,55 1,2 0 3 





















2,1 3,45 0 0,5 
7_37 Vibrio antiquarius 1,75 3,35 0 0 
8_38 Vibrio diabolicus 1,45 1,8 0 2 












1,8 2,45 0 0,5 
9_42b Vibrio azureus 1,2 1,35 0 1,8 








1,65 3,05 0 1,45 








1,45 3,2 0 1,75 
10_50 Vibrio hyugaensis 1,35 2,05 0 0 
101 Bacillus megaterium 0 1,5 0,2 1,3 
71 Bacillus megaterium 1,4 1,7 0,5 3 
151 Bacillus megaterium 1,8 2,2 1,2 2,5 
167 Bacillus sp. 1,8 2,5 0,4 1,1 


























Se usa el promotor araBAD, el cual es regulado positiva y negativamente por el producto 




La figura indica el proceso de inducción. En ausencia de L-arabinosa el dímero AraC 
contacta los sitos medios del operon araBAD (O2 y I2), formando un loop de 210 pares de 
bases. De manera que cuando ocurre la activación transcripcional ocurren dos eventos. 
En primer lugar la L-Arabinosa se une a AraC y causa que la proteína libere el sitio O2 y 
se una al sitio I1. Esto libera el loop y permite que la transcripción comience. En segundo 
lugar la proteína cAMP del complejo activador (CAP)-cAMP se une al ADN y estimula la 
unión de AraC a I1 y I2. En condiciones de expresión basal, en presencia de glucosa, esta 




B. Anexo: Protocolos y procedimientos 
1. Extracción de ADN con el método de Fenol-Cloroformo-Alcoholisoamílico 
 
1) Centrifugar el cultivo a 5000 rpm por 15 minutos a 4°C y descartar el 
sobrenadante. 
2) Realizar un lavado con un volumen de solución salina esteril (p/v). (0.85% p/v 
NaCl y 10 mM  EDTA). Repetir el paso 1. 
3) Resuspender el pellet en 500 ul de TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA) en un tubo 
de 2 ml. 
4) Agregar 50,5 de lisozima (CF: 0.1 mg/ml) e incubar a 37 °C por 30 minutos. 
5) Adicionar 17 ul de SDS al 10% (CF: 0.3%) y 2,8 de proteinasa K 20 mg/ml (CF: 
0.1 mg/ml). Incubar a 37 °C por 1 hora. 
6) Adicionar 100 ul de NaCl 5 M e incubar a 65 °C por 10 minutos. 
7) Agregar un volumen de Fenol- Cloroformo-Alcoholisoamilico (25:24:1). Centrifugar 
a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C. 
8) Recuperar la mayor cantidad de sobrenadate posible y transferirla a un tubo 
limpio. 
9) Adicionar un volumen de Cloroformo: Alcoholisoamilico (24:1). Centrifugar a 
14000 rmp por 10 minutos. Descartar la fase de proteínas. 
10) Repetir los pasos 8 y 9 dos veces más. 
11) Transferir el sobrenadante a un tubo esteril limpio y añadir RNasa. Incubar a 37°C 
por 30 minutos. 
12) Agregar 0.8 volumenes de Isopropanol e incubar a -20 por 16 horas. 
13) Centrifugar a 14000 rpm. 
14) Descartar el sobrenadante y adicionar 200 ul de etanol al 70%. Centrifugar a 
10000 rpm por 5 minutos. Descartar el sobrenadante y dejar secar los tubos a 
temperatura ambiente (2 lavado) y resuspender el ADN en 30 ul de agua HPLC o 
buffer TE. Almacenar a -20 °C. 
 
2. Procedimiento para la extracción y purificación en gel de fragmentos de ADN 
 
1) Tomar el ADN y correr en un gel de agarosa al 0.8 %. En el primer carril se montó 
el marcador de tamaño, en el segundo, 5 µl de la muestra y en un pozo más 
grande, se dispuso todo el ADN a purificar. Se realizó un primer corte vertical del 
gel para revelar con luz UV y determinar en qué parte del gel había quedado el 
fragmento de interés. 
2) Una vez identificada la banda, se marcó el sitio en el gel y se ensambló esta parte 
del gel con la que no había sido expuesta a la luz UV y a través de una regla se 
realizó un corte horizontal de más o menos 0.25 cm hacia arriba y hacia debajo de 
dónde había quedado la banda de interés. El gel cortado fue dispuesto en un tubo 
falcon de 15 ml estéril y previamente pesado.  
3) A continuación se pesó el tubo que contenía el gel y se calculó el peso aproximado 
del gel. De acuerdo a este peso, se agregó el Buffer QG (300 μl por cada 100 mg 
de gel). Luego, se incubó a 55 °C por 10 minutos o hasta que el gel estuviera 
completamente disuelto. Una vez disuelto el gel, se añadió 100 μl de Isopropanol 
al 100 % por cada 100 mg del gel.  
4) A continuación, la mezcla fue pasada por las columnas de purificación GeneJET 
con su respectivo tubo de colecta. Una vez obtenido el sobrenadante, este 
procedimiento se repitió por dos veces más. La columna fue limpiada con un 
exceso de buffer QG y luego se adicionaron 750 μl del Buffer PE para lavar. Se 
incubó por cinco minutos a temperatura ambiente y luego se centrifugó a 13000 
rpm por un minuto. Finalmente, se re-suspendió el ADN en la matriz con el Buffer 
EB (elución) y se incubó por 15 minutos para luego centrifugar a 13000 rpm por un 
minuto en un tubo eppendorf estéril. El sobrenadante contiene el fragmento de 
ADN de interés extraído y purificado. 
 




Buffer end-repair 5 µl  
dNTPmix 5 µl 
 
ATP 5 µl 
End repair enzyme 1 µl 
Agua 14 µl 
Volumen total 50 µl 
 
1) Montar el Mix de reacción de generación de extremos romos en hielo. Hacer 
vortex y centrifugar por 3 – 5 segundos. 
2) Incubar el Mix a temperatura ambiente por 45 minutos.  
3) Parar la reacción a 70°C por 10 minutos. 
 
4. Procedimiento para la adición de adeninas 
 
Reactivo Cantidad 
Producto (ADN con extremos romos)  50 µl 
Taq polimerasa (Bioline®) 5 µl  
Buffer de reacción 7 µl 
dATP  2.8 µl 
MgCl2 2.8 µl 
Agua HPLC 2.4 µl 
Volumen total 50 µl 
 
Incubar la mezcla a 72°C por 30 minutos, transcurrido este tiempo proceder a concentrar 
y purificar el producto. 
 
5. Metodología utilizada para la extracción de plásmidos  
 
1) Aislar una colonia de cultivo fresco en inocular un caldo con 5 mililitros de medio 
LB con ampicilina 100 μg/ml, incubar por 12-16 horas a 37°C con agitación 
constante (200rpm). 
2) Transcurrido este tiempo, centrifugar a 10.000 g por 1 minuto a temperatura 
ambiente. 
3) Aspirar el medio de cultivo y añadir 250 μl de Solución I/RNasa A.  
4) Mezclar por vortex o pipeteando. La resuspensión del pellet celular es vital para 
obtener buenas eficiencias. 
 
5) Transferir la suspensión en un nuevo tubo de microcentrífuga de 1.5 ml. 
6) Añadir 250 μl de Solución II. Invertir y rotar los tubos varias veces, hasta obtener 
un lisado claro (un tiempo de incubación de 2 a 3 minutos, puede ser necesario). 
Prevenir una mezcla vigorosa. 
7) Añadir 350 μl de la Solución III. Invertir inmediatamente, varias veces hasta que 
se forme un precipitado blanco en toda la solución. 
8) Centrifugar a máxima velocidad por 10 mins. Un pellet compacto, se formará, 
entonces proseguir con el siguiente paso. 
9) Insertar una columna HiBind en un tubo de colecta de 2 ml. 
10) Transferir el sobrenadante claro del paso 8, previniendo transferir pellet a la 
columna. 
11) Centrifugar a máxima velocidad por 1 minuto. 
12) Descartar el filtrado y reusar el tubo de colecta. 
13) Añadir 500 μl de buffer HB. 
14) Centrifugar a máxima velocidad por 1 minuto. 
15) Descartar el filtrado y reusar el tubo de colecta. 
16) Añadir 700 μl de buffer de lavado. 
17) Centrifugar a máxima velocidad por 1 minuto. 
18) Descartar el filtrado y reusar el tubo de colecta. Repetir los pasos 16 a 18, para un 
segundo paso de lavado. 
19) Centrifugar la columna vacía por 2 minutos a máxima velocidad, para secar la 
matriz de la columna. 
20) Transferir la columna a un tubo limpio de 1.5 ml. 
21) Añadir 30-100 μl de buffer de elución o de agua desionizada estéril en el centro 
de la columna. 
22) Incubar a temperatura ambiente 1 minuto. 
23) Centrifugar a temperatura ambiente por 1 minuto. El producto eluido contiene los 
plásmidos extraídos. 
 
6. Transformación de las células competentes mediante la metodología de  choque 
térmico 
 
1) Utilizar 2 µl del producto de ligación para transformar 100 µl de células 
competentes de E. coli TOP10F ó E. coli LMG 194, según corresponda. 
 
2) Incubar en hielo durante 30 minutos. Rápidamente, someter la mezcla de 
transformación (células competentes más el producto de ligación) a 42ºC por 30 
segundos en baño térmico. 
3) Transferir rápidamente la mezcla a hielo. 
4) Adicionar 250 µl de medio SOC.  
5) Incubar durante 1 hora a 37ºC con agitación continua. 
6) Inocular con entre 10 – 200 µl de las células transformadas, placas de agar LB + 
ampicilina previamente aclimatadas a 37°C. 
7) Incubar a 37ºC durante toda la noche (overnight). Las colonias individuales 
aparecen después de 16 a 24 horas de incubación. 
 
7. Procedimiento para la preparación de células competentes 
 
1) Incubar 0.5 ml de cultivo de E. coli LMG194 en 25 ml de medio LB (libre de 
antibióticos), durante toda la noche (overnight). 
2) Tomar 0.5 ml del cultivo anterior e inocular en 25 ml de medio LB. Incubar a 37 ºC 
en shaker durante 2 o 3 horas hasta que la densidad óptica (O.D.) esté entre 0.3 y 
0.6 a 600 nm. Para ello, tomar 1 ml del cultivo sin inocular (blanco) y 1 ml del 
cultivo overnight, en celdas diferentes, y medir en el espectrofotómetro. Hacer 
varias mediciones en el tiempo hasta obtener la O.D. deseada. 
3) Centrifugar el cultivo en un tubo estéril a 3000 rpm por 5 minutos. 
4) Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 4.5 ml de CaCl2 0.1 M 
enfriado en hielo. Incubar en hielo por 40 minutos. 
5) Centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos y resuspender el pellet en 1.75 ml de Buffer 
FT (CaCl2 85 mM y 15 % de glicerol). Guardar alícuotas de células de 100 μl a -
80°C. (Las células obtenidas son estables por 6 meses). 
 
 
C. Anexo: Preparación de medios de cultivo 
1. Agar LB + ampicilina 
 
1) Para 1 litro de agua destilada, mezclar 10 g de triptona, 5 g de extracto de 
levadura, 10 g de cloruro de sodio (NaCl) y 15 g de agar bacteriológico. 
2) Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7.0 con hidróxido de sodio 
(NaOH) y completar a 1000 ml. 
3) Enfriar el medio a 50 ºC y adicionar 100 µl de ampicilina (100 μg/ml) por 100 ml 
de agar LB. 
4) Mezclar y servir en cajas de petri. 
 
2. Medio enriquecido SOC 
 
Reactivo Cantidad para 1 L de H2O 
Triptona 20 g 
Extracto de levadura 5 g 
NaCl 0.5 g 
Cloruro de Potasio 
(KCl) 0.25 M 
10 ml 
NaOH 1 N - 
Glucosa 20 % 18 ml 
Cloruro de magnesio 
(MgCl2) 2 M 
5 ml 
 
1) Preparar 200 ml de medio SOC. Pesar 4 g de Triptona, 0.1 g de NaCl y 1 g de 
extracto de levadura. Disolver en ~ 193 ml de agua destilada. 
2) Adicionar 2 ml de KCl 0.25 M. 
 
3) Ajustar el pH a 7.2 con NaOH 1 N. 
4) Esterilizar el medio por autoclave. 
5) Dejar enfriar el medio y adicionar 3.6 ml de solución de glucosa al 20 % 
esterilizada por filtración. 
6) Adicionar 1 ml de solución de MgCl2 2 M estéril. 
 
3. Agar Tween 20  
 
Reactivo Cantidad para 1 L de H2O 
Peptona 10 g 
NaCl 5 g 
Cloruro de Calcio 1.1 g 
Agar 15 g 
Tween 20 10 ml 
 
4. Agar Aceite de Oliva-Rodamina B 
  
Reactivo Cantidad para 1 L de H2O 
Cloruro de Calcio 1 g 
NaCl 5 g 
Aceite de Oliva 30 ml 
Rodamina (10mg/ml) 10 ml  
 
5. Medio RM 
 
Reactivo Cantidad para 1 L de H2O 










MgCl2 1M 1 ml 
 
6. Solución de sales M9 (10X) (pH 7.4) 
 
Reactivo Cantidad para 1 L de H2O 
Na2HPO4 60 g 
KH2PO4 30 g 
NaCl 5 g 




1) Para un litro de medio RM, mezclar 20 gramos de casaminoácidos y 890 ml de 
agua destilada. 
2) Autoclavar por 20 minutos en un ciclo de líquidos. 
3) Luego de este proceso y de que la solución se ha enfriado, añadir las soluciones 
descritas (Solución de sales M9, MgCl2 y Glucosa o Glicerol, según el caso). 
4) Agregar el antibiótico (ampicilina 100μg/ml). 
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